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I. Einleitung
1.1. Zellwandaufbau der Bakterien
Prokaryontische Organismen können nach ihrer Zellwandstruktur klassifiziert werden. So 
werden Eubakterien nach der von Hans Christian Gram (1853-1938) entwickelten 
Färbetechnik in Gram (+) und Gram (-) Zellen unterschieden (148). Des Weiteren lassen sich 
mit dieser Färbemethode Archaebakterien differenzieren, obgleich deren Hüllstruktur stark 
von denen der eubakteriellen Zellen abweicht (162). 
Die das Cytoplasma umgebende Hüllstruktur der Gram (+) Bakterien besteht aus einem bis zu 
40 Schichten umfassenden Mureinsacculus, der zu 30-70 % an der Trockenmasse der 
Zellwand beteiligt ist. Dieses „Exoskelett“ ist für die Aufrechterhaltung der Zellform 
verantwortlich und verleiht der Zelle osmotische und mechanische Stabilität (109). Das 
Peptidoglykan Murein ist aus heteropolymeren Ketten zusammengesetzt, in denen N-
Acetylglucosamin und N-Acetylmuraminsäure β-1-4-glykosidisch miteinander verknüpft 
sind. Die unverzweigten Kohlenhydratketten werden über die Lactylgruppe des Muramins mit 
Peptiden verknüpft (148). Dem Mureinsacculus sind oft Teichonsäuren, bisweilen auch 
Teichuronsäuren, Lipoteichonsäuren oder Lipoglykane aufgelagert. Diese sauren bzw. 
neutralen, als sekundäre Zellwandpolymere ("secondary cell wall polymers"; SCWP) 
zusammengefassten Polysaccharide, sind über Phosphate bzw. Lipidanker mit dem 
Peptidoglykan kovalent verknüpft. (8, 109, 148).
Sowohl die Primärstruktur der Interpeptidketten des Mureins als auch die Komposition der 
SCWP variiert zwischen den einzelnen Spezies und kann bisweilen zur Differenzierung von 
Unterarten herangezogen werden (46, 81, 136, 139, 145, 150). Optional kann als äußere 
Zellwandstruktur dem SCWP eine monomolekulare Proteinschicht aufgelagert sein (10, 132, 
162). Ihre Funktion als Immobilisierungsmatrix für Exoproteine verleiht der Zellwand Gram 
(+) Bakterien eine wesentliche Bedeutung in Bezug auf die Wechselwirkungen der 
Bakterienzelle mit ihrer Umgebung. Zellwandproteine sind dabei in vielfältiger Weise 
kovalent und nicht-kovalent mit dem Peptidoglykan bzw. SCWP verbunden.
Im Gegensatz zu Gram (+) Eubakterien wird bei Gram (-) Zellen der an die 
Cytoplasmamembran nach außen anschließende Periplasmatische Raum durch ein ein- bis 
zweischichtiges Mureinnetz begrenzt. Daran kovalent gebunden sind Lipoproteine, die über 
hydrophobe Wechselwirkungen mit einer äußeren, durch Ca
2+
-Ionen stabilisierten, 
Lipopolysaccharidschicht interagieren (148). Vergleichbar mit bisher identifizierten 
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Vertretern Gram (+) Bakterien besitzen zahlreiche Gram (-) Eubakterienarten Hüllproteine als 
äußere Zellwandbegrenzung (10).
Gram (+) Archaebakterien besitzen - analog zu Gram (+) Eubakterien - eine Zellwand aus 
Peptidoglykan, das jedoch aus Pseudomurein oder Methanochondroitin besteht (162). Nach 
außen werden Archaebakterien von einer einschichtigen Proteinlage umgeben. Diese direkt 
mit der Umgebung in Wechselwirkung tretende Hüllstruktur gilt innerhalb der Archaea als 
universelles Zellwandmerkmal, die bei Gram (-) Vertretern zudem als einzig formgebende 
Komponente fungiert (48, 79, 162). 
1.2. Bakterielle Hüllproteine
Bakterielle Hüllproteine - auch als S-Layer ("surface-layer"; SL) bezeichnet - konnten bei 
Vertretern aller phylogenetischen Gruppen der Prokaryonten nachgewiesen werden und 
zählen zu den gemeinsamen Merkmalen der Mehrzahl (etwa 80 %) der bisher identifizierten 
Bakterienarten. Sie bedecken in allen Stadien des Zellwachstums und der Zellteilung die 
Zelloberfläche. SL-tragende Bakterien sind ubiquitär in der Biosphäre verbreitet, jedoch 
finden sich bei SL-Proteinen verschiedener Arten kaum Homologien auf Primärstrukturebene. 
Es wird daher angenommen, dass sich im Verlauf der Evolution dieses abundante 
Zellwandmerkmal mehrfach parallel entwickelt hat (141). 
1.2.1. Aufbau der SL-Assemblate
S-Layer sind kristalline, einschichtige, periodische Proteinmembranen, die durch 
Selbstassemblierung von identischen Untereinheiten einer Protein- bzw. Glykoproteinspezies 
(SL-Proteinen) gebildet werden (158). 
Elektronenmikroskopische Aufnahmen nach Gefrierbruchpräparation ganzer Zellen zeigen, 
dass SL-tragende Bakterien vollständig mit einer geschlossenen, einschichtigen, regelmäßig 
strukturierten, 5-25 nm (bei einigen Archaebakterien bis zu 70 nm) dicken Proteinlage 
umgeben sind. Die Oberfläche der Hüllproteine ist dabei hochgradig porös; bis zu 70 % der 
Fläche sind Poren. Innerhalb eines SL-Netzwerkes lassen sich diese Poren aufgrund des 
monomolekularen Aufbaus hinsichtlich Größe und Morphologie klassifizieren. Der hohe 
Grad an Regularität äußert sich, in Abhängigkeit vom jeweiligen S-Layer, in der Ausbildung 
definierter Gittersymmetrien (Abb. 1.1.). Bisher ließen sich schräge, quadratische oder 
hexagonale Porenanordnungen nachweisen, wobei die hexagonale Symmetrie bei Archaea
dominant ist (141). Entsprechend dem Gittertyp bestehen die morphologischen Einheiten aus 
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ein, zwei, drei, vier oder sechs identischen (Glyko-) Protein-Untereinheiten mit einem 
Porenabstand von 2,5-35 nm. Die Porengröße variiert zwischen 2-8 nm (94, 117, 118, 121).
Abb. 1.1. Symmetrien von SL-Assemblaten
Schematische Darstellung der in bakteriellen Hüllproteinen 
vorkommenden Gittersymmetrien.
p1-p6 kennzeichnen die Anzahl der Proteinmonomere, die eine 
Einheitszelle (rot dargestellt) bilden.
1.2.2. Eigenschaften und Besonderheiten der SL-Proteine
Trotz der ausgeprägten Diversität auf der Ebene der Primärstruktur zeigen S-Layer 
verschiedener Bakterienarten einheitliche physikochemische Besonderheiten. 
1.2.2.1. Assemblierung und Verankerung
Die Assemblierung der Untereinheiten auf der Zelloberfläche ist ein Entropie-getriebener 
Prozess. Dabei besitzen SL-Proteine die Information für die Polymerisation und 
Netzsymmetrie innerhalb ihrer Aminosäuresequenz; Enzyme und/oder Energieäquivalente 
sind für den dynamischen Prozess der Assemblierung nicht nötig (132).
Der Zusammenbau zu einer nanoskaligen Proteinschicht erfolgt nach Sekretion und 
Prozessierung der SL-Proteine auf der äußeren Oberfläche. Die Wechselwirkungen zwischen 
den Untereinheiten sowie die Verankerung mit der Zellwandkomponente sind nicht-
kovalenter Natur (141). Damit unterscheiden sie sich von anderen abundanten 
Oberflächenproteinen wie beispielsweise Protein A aus Staphylococcus aureus, das kovalent 
über einen C-terminalen LPXTG-Anker mit den Peptidbrücken des Mureins verknüpft ist 
(109). 
Unterschiede in Nettoladung und Hydrophobizität zwischen Innen- und Außenseite der 
meisten SL-Assemblate führen zu einer Anordnung der monomolekularen Proteinmembran 
schräg
(p1)
schräg
(p2)
hexagonal
(p3)
hexagonal 
(p6)
quadratisch 
(p4)
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auf der Zellaußenseite in definierter Orientierung (141). Die äußere SL-Oberfläche ist im 
Gegensatz zur inneren Oberfläche vergleichsweise ebenmäßig (117). S-Layer der 
Archaebakterien besitzen bisweilen säulenartige Extensionen auf der zur Zelle zugewandten 
Seite (48, 79).
1.2.2.2. Wechselwirkungen mit authentischen Oberflächen
Da sowohl Gram (+) als auch Gram (-) Bakterien symmetrische Proteinlagen aufweisen, sind 
S-Layer mit verschiedenen supramolekularen Hüllstrukturen assoziiert. S-Layer Gram (+) 
Eubakterien interagieren zumeist mit dem SCWP, dessen Zusammensetzung charakteristisch 
für den jeweiligen Bakterienstamm ist. Man unterscheidet hierbei „klassische“ und „nicht-
klassische“ SCWP. Zu den klassischen SCWP gehören die Teichon- bzw. Teichuronsäuren. 
Sie weisen aufgrund ihrer Phosphatgruppen (Teichonsäuren) bzw. Carboxylgruppen 
(Teichuronsäuren) eine negative Nettoladung auf, die durch die Anbindung von Pyruvat- und 
Succinat-Seitenketten noch verstärkt werden kann (145). Zur Gruppe der nicht-klassischen 
SCWP zählen Heteropolysaccharide, die hauptsächlich aus Glukos- und Mannosaminen 
bestehen und wie die Kohlenhydratketten der klassischen SCWP optional mit organischen 
Säuren (vor allem Pyruvat) verknüpft sind (145). 
Im Falle einer neutralen Oberflächen-Nettoladung, wie für die Exopolysaccharide von 
Lactobacillus buchneri gezeigt (145), werden SL-Proteine über 
Wasserstoffbrückenbindungen verankert. Verschiedene Geobacillus stearothermophilus
Stämme besitzen SCWP mit negativer Nettoladung (145). Hier erfolgt die Anbindung der SL-
Monomere über Lysin- und Arginin-reiche Domänen durch direkte elektrostatische 
Wechselwirkungen. Das SL-Protein des Stammes Bacillus sphaericus CCM 2177 besitzt 
keine positiv geladene Domäne. Vielmehr weist hierbei der für die Assoziation mit der 
Zelloberfläche verantwortliche Bereich eine negative Gesamtladung auf. Für eine 
Immobilisierung der SL-Proteine auf dem ebenfalls negativ geladenen SCWP bedarf es daher 
der Anwesenheit bivalenter Kationen (z.B. Ca
2+
 oder/und Mg
2+
) (27, 37). Die S-Layer sind 
somit über elektrostatische Wechselwirkungen mit der Zelle verknüpft (65). Dass die 
Verankerung der S-Layer auf der Zelloberfläche Gram (+) Bakterien nicht notwendigerweise 
mit der Präsenz von SCWP verbunden sein muss, zeigt im Falle von Bacillus anthracis die 
direkte Verknüpfung der SL-Proteine mit dem Peptidoglykan (145). Das Beispiel der SL-
Verankerung von Corynebacterium glutamicum belegt, dass in Gram (+) Bakterien SL-
Zellwand Interaktionen existieren, die nicht auf Wechselwirkungen mit 
Kohlenhydratpolymeren beruhen. So binden SL-Proteine des Stammes C. glutamicum ATCC 
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17965 mit ihrem C-terminalen Ende an eine Mycolsäure-reiche und damit hydrophobe 
Zellwandlage (35).
S-Layer Gram (-) Eubakterien erkennen spezifische Oligosaccharidkompositionen der 
äußeren Membran und sind über Wasserstoffbrückenbindungen mit der Zelloberfläche 
verbunden. Diese Spezifität der Wechselwirkung zeigt sich am Beispiel des pathogenen 
Bakteriums Campylobacter (C.) fetus. Eine Variation der Oligosaccharidstruktur der 
Lipopolysaccharidschicht wird stets von der Expression eines veränderten S-Layers begleitet 
(41). 
Bei den häufig in extremen Habitaten vorkommenden Gram (-) Archaebakterien schließlich 
ist der S-Layer direkt mit der Cytoplasmamembran verknüpft. Hierbei spielen vor allem 
hydrophobe Wechselwirkungen eine wesentliche Rolle, die weniger durch extreme pH- bzw. 
Salzbedingungen beeinflusst werden (48, 79). Der S-Layer des thermophilen, Gram (-) 
Archaebakteriums Staphylothermus marinus besitzt für die Verankerung mit der 
Cytoplasmamembran Verzweigungen, die in ihrer Morphologie den Lamininen der 
extrazellulären Matrix eukaryontischer Zellen ähneln. Diese thermostabilen Proteinfilamente -
auch Tetrabrachien genannt - sind über Transmembrandomänen in der Membran verankert 
(117). Das SL-Protein aus Halobacterium halobium enthält an seinem C-terminalen Ende 
einen hydrophoben, 21 Aminosäuren umfassenden Bereich, der in der Plasmamembran 
integriert ist (97). Ferner werden hierbei auch kovalente Bindungen zwischen SL-Protein und 
Zellmembran diskutiert (159). 
1.2.2.3. Lage der Zellwand-Bindedomänen
Während sich die für die Zellwandverankerung verantwortlichen CWT-Domänen ("cell wall 
targeting domain"; CWTD) aller bisher untersuchten SL-Proteine der Bacillaceae im N-
terminalen Bereich befinden, können Kohlenhydrat-bindende Motive innerhalb der SL-
Proteine Gram (+) Bakterien auch am C-terminalen Ende lokalisiert sein. Vertreter letzterer 
sind Lactobacillus (L.) acidophilus, L. crispatus, Aneurinibacillus thermoaerophilus (145)
und Corynebacterium glutamicum (141). Analog dazu wurden bei Gram (-) Eubakterien 
sowohl C-terminale (Rickettsia prowazekii) (34) als auch N-terminale (C. fetus, Caulobacter 
(C.) crescentus) (18, 182, 189) Zellwandanker nachgewiesen.
1.2.2.4. Sekretionssignale
Da es sich bei S-Layern um extrazelluläre Proteinpolymere handelt, werden die jeweiligen 
Monomere zunächst (meist als Vorläuferproteine) im Cytosol synthetisiert und anschließend 
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sezerniert (158). Typischerweise sind die Sekretionssignale am N-Terminus lokalisiert und 
weisen eine Länge von 19-34 Aminosäuren auf (26, 141). Nach erfolgtem Export werden die 
Untereinheiten durch extrazelluläre Leaderpeptidasen prozessiert, wobei die Signalsequenz 
abgespalten wird. Anschließend erfolgt die Selbstassemblierung und Verankerung mit der 
Zellwand (158). C-terminal lokalisierte Signalsequenzen wurden bisher nur bei den Gram (-) 
Bakterien C. fetus, C. rectus und C. crescentus identifiziert (18, 169, 170). Die Prozessierung 
der SL-Proteine dieser Bakterien ist dabei auf das initiale Methionin beschränkt; die 
Sekretionssignale sind bei diesen Arten folglich im assemblierten S-Layer präsent (33, 42, 55, 
174, 183). 
1.2.2.5. Reversible Denaturierung
Aufgrund der, mit Ausnahme einiger SL Gram (-) Archaebakterien, nicht-kovalenten 
Bindungen zwischen SL-Untereinheiten sowie zwischen SL-Proteinen und der darunter 
liegenden Zellhüllkomponente lassen sich SL-Schichten reversibel von der Zellwand 
entfernen und in ihre Monomere zerlegen (15, 80, 104, 163). Die meisten S-Layer können 
durch hohe Konzentrationen an chaotropen, Wasserstoffbrückenbindungen-zerstörenden 
Agenzien wie Guanidin-HCl (3-6 M) oder Harnstoff (8 M) solubilisiert werden. S-Layer 
Gram (-) Bakterien lassen sich von der Zelloberfläche insbesondere durch Zusatz 
Metallionen-komplexierender Substanzen (EDTA, EGTA) separieren. Eine 
Kationensubstitution führt anschließend zur Desintegration der SL-Proteine (141). Einige S-
Layer können reversibel durch Erhöhung bzw. Erniedrigung des pH-Wertes denaturiert 
werden (127).
Nach Wiederherstellung permissiver Bedingungen homomerisieren renaturierte SL-Proteine 
in vitro zu symmetrischen Assemblatstrukturen (161, 165). Neben der Ausbildung von 
flächigen Monolagen rekristallisieren einige SL-Proteine in Lösung zu zylindrischen bzw. 
röhrenförmigen Mono- oder Doppellagen (71). Werden Doppellagen ausgebildet, so lagern 
sich beide Schichten jeweils mit den Außen- oder Innenseiten aneinander und sind oft durch 
zweiwertige Kationen stabilisiert (81, 101). Form und Größe der Assemblatstrukturen sind 
dabei u.a. von der SL-Proteinart und Umgebungsparametern wie Temperatur, pH-Wert, 
Ionenzusammensetzung und Salzkonzentration abhängig. Studien zu 
Selbstassemblierungsprozessen zeigten, dass in einer Initialphase der Aggregation zunächst 
eine schnelle Nukleation der Untereinheiten in oligomere Präcursor mit mehreren 
Einheitszellen erfolgt. Anschließend findet ein viel langsamer ablaufender Prozess der 
Reassemblierung in größere kristalline Lagen statt (69).
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1.2.2.6. Ausgewählte Adhärenzflächen
SL-Proteine haben die intrinsische Eigenschaft, zweidimensionale Strukturen mit niedriger 
freier Energie an einer Vielzahl verschiedener Oberflächen und Phasengrenzen auszubilden. 
Innerhalb dieser Oberflächen-adhärenten Strukturen sind die funktionellen Gruppen der SL-
Proteine regelmäßig symmetrisch angeordnet und damit für eine technische Nutzung 
außerordentlich interessant. 
Elektronenmikroskopische Studien zeigen, dass eine Reassemblierung an der Wasser-Luft 
Phasengrenze (131), an festen Oberflächen (130) und an Lipidfilmen (129, 131) zur Bildung 
großflächiger, geschlossener SL-Monolagen führt. Hierbei beginnt der 
Assemblierungsprozess zunächst mit der Bildung mehrerer voneinander getrennter 
Nukleationszentren. Ausgehend von diesen Zentren erfolgt die flächige Zusammenlagerung, 
bis benachbarte Bereiche aufeinandertreffen (130, 131). Auf diese Weise bilden sich 
monokristalline Lagen, bestehend aus einem geschlossenen Mosaik zufällig 
aneinandergelagerter SL-Assemblate mit einheitlicher, definierter Orientierung (127). 
Die Größe der kristallinen Lagen ist neben dem verwendeten Substrat hauptsächlich von der 
SL-Spezies abhängig. Während SL-Proteine von Bacillus coagulans E38-66 zu 
monokristallinen Proteinlagen mit einer Kantenlänge von bis zu 20 µm reassemblieren, bilden 
SL-Proteine aus B. sphaericus CCM2177 Domänen mit einer Kantenlänge von nur wenigen 
100 nm (127).
Die meisten SL-Proteine können an hydrophoben Oberflächen adhärieren und miteinander 
assemblieren. Die Monolayer binden dabei meist mit der äußeren Seite an dem jeweiligen 
Substrat. Bisweilen können großflächige Monolagen auch an hydrophilen Oberflächen, wie 
beispielsweise an Poly-L-Lysin Schichten, gebildet werden (128, 130, 157). Tabelle 1.1. gibt 
eine Übersicht über Oberflächen, an denen eine Adhärenz von SL-Proteinen in Form flächiger 
Assemblate nachgewiesen werden konnte.
Silizium
• mit nativer Oxidschicht 
• silanisiert mit 
- Oktadecyltrichlorosilan (OTS) 
- 3-(trimethoxysilyl)propyl-methacrylat (TPS) 
- Decyldimethylsilan (DMS) 
- Hexamethyldisilan (HMDS) 
- Dimethyloktadecylchlorosilan 
- 2-Aminopropyltrimethoxysilan 
- 3-Mercaptopropyltriethoxysilan 
• beschichtet mit Kohlenstoff
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Siliziumnitrid
Galliumarsenid
Edelmetalle (z.B. Gold, Platin, 
Titan)
Glas
Zellulose
Glimmer
Tab. 1.1. Bildung von SL-Monolagen auf ausgewählten Oberflächen (127)
Die Beschichtung von Substraten mit sekundären Zellwandpolymeren stellt eine weitere 
Möglichkeit dar, SL-Monolagen auf festen Oberflächen zu erzeugen (65, 134). Voraussetzung 
hierfür ist das Vorhandensein einer Affinität des S-Layers zu dem jeweils eingesetzten SCWP 
der Gram (+) Bakterien. Modifizierte SL-Proteine müssen darüber hinaus eine exponierte, 
unveränderte CWTD aufweisen.
Eine gerichtete Beschichtung von Oberflächen mit SL-Strukturen kann zum Beispiel durch 
(Mikro-) Lithographie-patterning realisiert werden. Bei diesem Verfahren werden auf festen 
Oberflächen adhärierte SL-Monolagen nach Vorgabe einer Fotomaske (Quarzglas mit 
strukturierter 100 nm dicker Chromschicht) partiell ultravioletter Strahlung (ArF-
Laserstrahlung; 193 nm) mit hoher Energiedichte (200 mJ/cm
2-
) ausgesetzt. In Bereichen, die 
der Strahlung ausgesetzt sind, werden SL-Proteine vollständig von der Oberfläche entfernt. 
Im Ergebnis wird die Struktur der Fotomaske auf die SL-Schicht übertragen (127).
1.2.3. Biochemie der SL-Proteine
Chemische Analysen isolierter S-Layer zeigen, dass bakterielle Hüllproteine meist aus einer 
Protein- oder Glykoproteinart bestehen, deren Molekulargewichte in einem Bereich zwischen 
40-200 kDa liegen. Nur wenige Organismen wie Clostridium difficile (167) und Bacillus 
anthracis (49, 98, 99) besitzen S-Layer, die aus zwei Arten von Proteinuntereinheiten 
zusammengesetzt sind. Während bei diesen Bakterien heteropolymere Proteinmonolagen auf 
der Zelloberfläche nachweisbar sind, konnten bei Brevibacillus brevis (187) und 
Aquaspirillum serpens (77) zwei übereinander angeordnete Proteinlagen unterschiedlichen 
Typs identifiziert werden.
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SL-Proteinanalysen von Organismen verschiedener phylogenetischer Gattungen ergaben trotz 
kaum existierender Sequenzhomologien eine sehr ähnliche Aminosäurezusammensetzung. 
Typische SL-Proteine weisen einen hohen Gehalt an sauren (durchschnittlich 15 mol %) und 
hydrophoben (ca. 40-60 mol %) Aminosäuren auf, wobei weder die hydrophilen noch die 
hydrophoben Aminosäuren geclustert auftreten (162). Arginin, Histidin und Methionin 
kommen generell selten vor, während Cystein bis auf wenige Ausnahmen, wie beispielsweise 
bei dem S-Layer des extrem thermophilen Bakteriums Methanococcus jannaschii (7, 102, 
137), nicht vorhanden ist. Anhand von Sequenzanalysen ergeben sich für die meisten SL-
Proteine pI-Werte zwischen 4-6. Basische S-Layer finden sich lediglich bei Methanothermus 
fervidus (pI = 8,4) und Vertretern der Lactobacillaceae (pI > 9,5) (26, 30, 162). In den 
meisten S-Layern sind etwa 20 % der Aminosäuren in α-Helices angeordnet, während etwa 
40 % in β-Sheets organisiert sind.
SL-Proteine vieler Archaea sowie einiger Gram (+) Eubakterien sind glykosyliert. 
Typischerweise sind die Glykanketten aus 20-50 identischen, sich wiederholenden Einheiten 
zusammengesetzt, die neutrale Pentosen, Hexosen, Heptosen und Aminozucker enthalten. Die 
Kohlenhydrate sind meist O-glykosidisch mit Tyrosin-, Serin- oder Threoninresten kovalent 
verbunden (100, 102, 103, 186). Seltener findet man N-Glykosylierungen an Asparaginresten 
(100, 102). Während SL-Glykoproteine der Eubakterien durchschnittlich 2-5 
Glykosylierungsstellen aufweisen, konnten bei Hüllproteinen einiger Archaea bis zu 25 
glykosylierte Aminosäuren je SL-Monomer identifiziert werden. Die Glykanketten einzelner 
extremophiler Bakterien wie Halobacterium halobium enthalten bisweilen Sulfatreste, die den 
S-Layer mit einer starken negativen Nettoladung ausstatten (97).
Phosphorylierung an Tyrosinresten fand man bisher lediglich an SL-Isolaten des Gram (-) 
Fischpathogens Aeromonas hydrophila (168). Phosphatreste führen hier zu einer Absenkung 
des pI-Wertes des SL-Proteins von 6,7 auf 4,6 und zu einem Anstieg der molaren Masse von 
45 kDa auf 52 kDa (168).
1.2.4. Funktion der SL-Proteine
SL-Proteine zählen mit einem Anteil von bis zu 15 % des Gesamtproteingehaltes zu den 
abundanten Proteinen einer Bakterienzelle. Aufgrund der permanenten Präsenz einer 
geschlossen SL-Schicht während aller Phasen des Zellwachstums muss eine Bakterienzelle 
von durchschnittlicher Größe und einer Generationszeit von 20 min etwa 500 Monomere pro 
Sekunde synthetisieren, zur Zellaußenseite transportieren und in die bereits bestehende 
Proteinlage integrieren (160). Gewährleistet wird diese "high-level" Expression der SL-Gene 
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u.a. durch starke Promotoren. So erfolgt die Transkription ausgehend vom Promotor des SL-
Gens slpA aus L. acidophilus zweimal effizienter als bei Laktat-Dehydrogenase (LDH-) 
Promotor kontrollierten Genen. Der LDH-Promotor zählt dabei zu den stärksten bekannten 
Promotoren (23, 24, 125). Eine effiziente SL-Synthese wird des Weiteren durch multiple 
Promotoren in Tandemanordnung gewährleistet (141). Bemerkenswert ist zudem, dass SL-
Gene oft monocistronisch organisiert sind (10, 32, 67, 113). Neben starken Promotoren 
bewirken auch die ungewöhnlich langen Halbwertszeiten der SL-mRNA eine hohe 
Konzentration an translatierbaren Transkripten (26).
Der hohe metabolische Aufwand der SL-Synthese resultiert bei einigen Arten, wie 
beispielsweise bei dem Fischpathogen A. salmonicida, in einem Selektionsvorteil der mit 
Hüllproteinen ausgestatteten Bakterien gegenüber SL-defizienten Zellen der gleichen Art (38, 
54). Die Fähigkeit zur SL-Produktion geht daher häufig während der Kultivierung unter nicht-
selektiven Bedingungen verloren (156). So sind beispielsweise hohe Konzentrationen an 
aromatischen Aminosäuren im Medium Ursache für das Auftreten SL-defizienter Varianten 
bei G. stearothermophilus (10).
S-Layer als die äußerste Zellhüllkomponente besitzen eine Vielzahl unterschiedlicher 
Funktionen:
1.2.4.1. Determination der Zellmorphologie
In Gram (-) Archaebakterien repräsentieren S-Layer die einzige Zellwandkomponente und 
sind deshalb sowohl für die Aufrechterhaltung der Zellform verantwortlich als auch für die 
Zellteilung essenziell (10, 12, 13, 61, 94, 104).
1.2.4.2. Molekularsieb, Immobilisierung von Enzymen, protektive Hüllen, Ionenfallen
SL-Membranen fungieren aufgrund ihrer Porencharakteristik als Molekularsiebe für die 
selektive Stoffaufnahme und -abgabe (156).
In Bacillaceae konnte gezeigt werden, dass hydrolysierende Enzyme, wie beispielsweise 
Exoamylasen, mit S-Layern verankert sind (43, 47). SL-assoziierte Exoenzyme wurden des 
Weiteren bei Thermoanaerobacterium thermosulfurigenes nachgewiesen (92, 93). In 
pathogenen Bakterien agieren S-Layer als Adhäsionsmatrix für lytische Enzyme und Toxine 
(111, 112). 
S-Layer einiger Gram (-) Bakterien wie Aeromonas (A.) salmonicida, C. fetus, A. serpens und 
C. crescentus vermitteln Schutz vor bakteriellen Parasiten wie Bdellovibrio bacteriovorus und 
Phagen (157). Bei Synechococcus GL-24 dienen S-Layer als Templat für eine 
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Biomineralisation und verleihen der Zelle eine Resistenz gegenüber hohen Ca
2+
- und SO4
2-
Konzentrationen (151, 152). Auch die Toleranz von B. sphaericus NCTC 9602 gegenüber 
hohen Urankonzentrationen beruht auf der Existenz eines S-Layers. Das Hüllprotein ist dabei 
in der Lage Uran zu binden, um eine Aufnahme in die Zellen zu verhindern (154).
1.2.4.3. Virulenzfaktor
S-Layer einiger Bakterien sind maßgeblich für deren Pathogenität verantwortlich. Die 
Hüllproteine vermitteln dabei die spezifische Bindung an und Invasion in die Wirtszellen, 
agieren als Schutz vor dem Komplementsystem oder vermitteln Resistenz gegenüber 
Proteasen. Ferner ermöglicht die SL-Variation bei einigen Bakterien die Synthese 
immunologisch inerter S-Layer (156). Nachfolgend sind einige Beispiele aufgeführt.
Der S-Layer VapA des Fischpathogens A. salmonicida vermittelt dem Bakterium eine 
ausgeprägte Hydrophobizität, was einen verbesserten Zellkontakt mit den Makrophagen des 
Wirtes und damit eine verbesserte Phagozytose zur Folge hat. Darüber hinaus weist VapA 
eine Affinität zu Immunglobulinen und Proteinen der extrazellulären Matrix wie Lamininen, 
Fibronectin und Kollagen auf (38, 54). Ferner ist die Präsenz des S-Layer bei A. salmonicida 
essenziell für die Aufnahme von Porphyrinen. Im Fall von B. cereus adhärieren nur SL-
tragende Bakterien an eukaryontische Wirtszellen. SL-defiziente Zellen sind zudem nicht 
resistent gegenüber Leukozyten und daher avirulent (141). Der S-Layer von L. acidophilus ist 
für die Adhäsion der Bakterienzellen an das Darmepithel verantwortlich (26), während die S-
Layer von B. anthracis den Bakterien Immunität gegenüber Makrophagen verleihen (52, 53, 
98, 99).
Ursache für die Serumresistenz von C. fetus und C. rectus ist die durch den S-Layer 
verhinderte Phagozytose der Bakterienzellen durch Makrophagen (28, 41). Im Fall der 
Typhuserreger Rickettsia prowazekii und R. typhii vermitteln S-Layer die humorale und Zell-
vermittelte Immunität (33).
1.2.5. SL-Variation
Einzelne Bakterienstämme sind in der Lage, ihre Oberflächeneigenschaften zu verändern. 
Eine Variation der Hüllproteine kann dabei im Falle des humanpathogenen Bakteriums 
C. fetus durch die Expression verschiedener SL-Gene erreicht werden. C. fetus enthält neun 
SL-Genkassetten, die geclustert auf dem Bakterienchromosom vorliegen. Zwei der neun SL-
Leseraster liegen dabei benachbart, in inverser Orientierung vor und können mit den 
verbleibenden Genkassetten ausgetauscht werden. Die Expression der verschiedenen SL-Gene 
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erfolgt ausgehend von einem Promotor, der als invertierbares Element zwischen beiden 
Genkassetten lokalisiert ist. Die Fähigkeit der multiplen SL-Protein Synthese ermöglicht es 
pathogenen Bakterien, ihre antigenen Eigenschaften zu variieren. SL-Variation durch 
wechselnde Expression verschiedener SL-Genkassetten wurde außer bei C. fetus auch in 
L. acidophilus (24) und B. sphaericus (27) entdeckt. 
In G. stearothermophilus führen Rekombinationsprozesse innerhalb des SL-Leserahmens zur 
Synthese eines veränderten Zelloberflächenproteins. Im Gegensatz zu der in C. fetus spontan 
auftretenden SL-Variation haben bei G. stearothermophilus PV72/p6 veränderte 
Umgebungsbedingungen einen Wechsel der Hüllstruktur zur Folge. Während der 
Kultivierung unter Sauerstoff-Limitation bei 57 °C produziert dieser Stamm das SL-Protein 
SbsA, welches zu einem hexagonalen (p6) SL-Netzwerk assembliert. Eine Erhöhung des 
Sauerstoffgehaltes im Medium (oxidativer Stress) induziert die Expression des sbsB-Gens. 
SbsA wird nicht mehr synthetisiert (81). SbsB-S-Layer besitzen eine schräge (p1) Symmetrie 
(29). Der Wechsel in der SL-Synthese erfolgt synchron in allen Zellen einer Kultur, ist 
irreversibel und geht mit der Synthese eines veränderten SCWP einher. SbsB erkennt 
spezifisch das neu synthetisierte SCWP, während SbsA eine Affinität zu beiden 
Polymerformen besitzt. Somit wird eine vollständige SL-Bedeckung der Zellen auch während 
des Wechsels sichergestellt. Genetische Ursache für den Verlust der SbsA-Proteinsynthese ist 
eine Disruption des sbsA-Gens, hervorgerufen durch multiple Rekombinationsereignisse mit 
Bereichen eines natürlich vorkommenden, ca. 80 kbp umfassenden Megaplasmides. Dieses 
Plasmid kodiert des Weiteren für den sbsB-Leserahmen, der infolge des erhöhten O2-
Partialdruckes gerichtet in das Bakterienchromosom 3´-seitig eines starken, konstitutiven 
Promotors integriert wird (137, 149, 150). 
1.2.6. SL mesophiler Bacillaceae
Vertreter der Geobacillus (G.) stearothermophilus Wildtypstämme haben ein 
Temperaturoptimum zwischen 50-60 °C. Sie sind Gram (+), besitzen einen obligat aeroben 
Stoffwechsel und sind aufgrund ihrer Fähigkeit zur Sporenbildung ubiquitär verbreitet. Ein 
Charakteristikum von G. stearothermophilus ist die Fähigkeit zur Produktion großer Mengen 
an Exoproteinen wie Amylasen und Proteasen (9, 126). Alle bisher identifizierten Wildtypen 
tragen S-Layer. Neben Campylobacter spec. (41, 174, 183), Aeromonas salmonicida (36, 54, 
111), Lactobacillus spec. (23, 25, 142, 177), Bacillus brevis (83, 172), B. sphaericus (27, 64, 
66, 67, 154) und B. anthracis (49, 52, 53, 99) zählt G. stearothermophilus im Hinblick auf die 
SL-Forschung zu den am umfassendsten untersuchten Organismen (162). Die SL-Proteine 
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analysierter Stämme besitzen im N-terminalen Bereich eine Zellwand-Bindedomäne (145), 
während der C-Terminus die Informationen für den Assemblierungsprozess und die 
Gittersymmetrie enthält. Mit Ausnahme des SL-Proteins SbsB des Stammes 
G. stearothermophilus PV72/p2 weisen die CWTD eine starke positive Nettoladung auf, die 
direkt über elektrostatische Wechselwirkungen mit dem anionischen SCWP interagieren. 
Analysen der SCWP verschiedener Wildtypstämme ergaben bis auf G. stearothermophilus
PV72/p2 eine identische Zusammensetzung. Die mit den SL-Proteinen interagierenden 
Heteropolymere sind aus sich wiederholenden Einheiten von Glukose, N-Acetylglucosamin 
und 2,3-Diacetamido-2,3-didesoxy-D-mannuronsäure in einem molaren Verhältnis von 1:1:2 
aufgebaut (143). Die für CWTD typischen SL-Homologie (SLH)-Motive finden sich nur bei 
SbsB wieder. Dieser erkennt spezifisch ein Heteropolysaccharid, zusammengesetzt aus N-
Acetylglucosamin und N-Acetylmannosamin in einem molaren Verhältnis von 2:1, als 
Bindungsstelle (136). Eine Affinität zu dem gemeinsamen SCWP der anderen 
G. stearothermophilus Stämme besteht nicht. Vielmehr besitzt SbsB neben der SCWP-
Bindedomäne weitere CWT-Domänen, die spezifisch mit dem Peptidoglykan der Zellwand -
ähnlich der Situation in B. anthracis - interagieren (145). Wie die meisten der bisher 
charakterisierten Hüllproteine sind die S-Layer der G. stearothermophilus Stämme aus 
Untereinheiten zusammengesetzt, die nach der Synthese zunächst als Vorläufer-Protein 
sezerniert und nach erfolgtem Export N-terminal prozessiert werden. Die im maturen Protein 
fehlenden Sekretionssignale umfassen die Aminosäuren 1-30, im Fall von SbsB die 
Aminosäuren 1-31. 
Bisher konnten die S-Layer von fünf Geobacillus stearothermophilus Stämmen identifiziert 
werden (SbsA, SbsB, SbsC, SbsD, SgsE). SbsA weist eine hexagonale Symmetrie (p6) auf, 
während die anderen SL-Proteine zu schrägen Proteingittern assemblieren. Die formgebenden 
Einheitszellen bestehen bei SbsC (72), SbsD (44) und SgsE (146) aus zwei Monomeren (p2), 
im Fall von SbsB aus einem SL-Monomer (p1) (105). Die S-Layer SbsD und SgsE sind 
zudem glykosyliert (144). Der für die Erkennung des SCWP essenzielle N-terminale Bereich 
ist das einzige konservierte Strukturelement und weist zwischen den bisher bekannten 
G. stearothermophilus SL-Proteinen - mit Ausnahme von SbsB - eine Identität von mehr als 
85 % auf (46). Trotz ähnlicher Aminosäurekomposition sind die Primärstrukturen C-terminal 
der CWTD (ab der Aminosäureposition 270 für SbsA, SbsC, SbsD, SgsE) zu weniger als 
25 % homolog. Zudem sind die Homologiebereiche nur auf vereinzelte Sequenzabschnitte 
beschränkt. Genetische Ursache für das Auftreten SL-defizienter Varianten der 
Wildtypstämme G. stearothermophilus PV72/p6; PV72/p2 und ATCC 12980 ist die 
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Disruption der für die SL-Proteine kodierenden Gene durch IS-Elemente (10). So führt die 
Hitze-induzierte Transposition (Kultivierung bei 67 °C statt 57 °C) des Elements IS4712 in 
die Promotorregion der SL-Gene in den PV72-Stämmen zum Auftreten der SL-defizienten 
Variante PV72/T5 (149, 150). Eine Langzeitlagerung von Zellen des Stammes ATCC 12980 
bei 4 °C bewirkt die Integration eines IS-Elementes (ISBst12) in den Leserahmen des sbsC-
Gens (45). 
Die heterologe Expression von SbsA, SbsB und SbsC in Escherichia (E.) coli führt zur 
Bildung von SL-Assemblaten im Cytosol der Wirtszellen (10, 72, 81, 82). Obwohl heterolog 
synthetisierte S-Layer bis zu 16 % des Gesamtproteingehaltes der Zelle repräsentieren, 
können, wurden toxische Effekte nicht beobachtet (82). Sowohl vom authentischen 
Organismus isolierte, als auch heterolog in E. coli oder B. subtilis (10) exprimierte 
G. stearothermophilus SL-Proteine polymerisieren nach reversibler Denaturierung zu 
regelmäßig strukturierten Assemblaten. In vitro generierte rekristalline SL-Aggregate weisen 
Gittersymmetrien auf, die mit denen der nativen SL-Monolagen identisch sind. Im 
Unterschied zu vielen anderen S-Layern werden für die Rekristallisation nach Guanidin-HCl 
Behandlung keine Metallionen benötigt (72, 82).
1.2.6.1. Das SL-Protein SbsC
Das etwa 115 kDa große SL-Protein des G. stearothermophilus Wildtypstammes ATCC 
12980 wurde erstmals von Jarosch et al. (2000) (72) molekular charakterisiert und heterolog 
in E. coli synthetisiert. Im Gegensatz zu den G. stearothermophilus SL-Genen sbsA und sbsB
konnte das sbsC-Gen, welches für ein 1099 Aminosäuren umfassenden Proteinvorläufer 
kodiert, ohne Signalsequenz und ohne eigenen Transkriptionsterminator stabil in E. coli
kloniert werden (72, 81, 82). Die Expression im heterologen System wird dabei von 
Assemblierungsprozessen der SbsC-Proteine im Cytosol der Wirtszellen begleitet. Die daraus 
resultierende Ausbildung dicht gepackter Proteinaggregate zeigt keine toxischen Effekte in 
E. coli. 
Aufgrund der Formation regelmäßig strukturierter Proteinpolymere ist SbsC nach erfolgter 
Zelllyse und Sedimentation bei 10.000 * g in der Pelletfraktion lokalisiert. Anhand der 
Assemblierungscharakteristik heterolog in E. coli synthetisierter N- und C-terminal verkürzter 
SbsC Varianten konnte die Aminosäuresequenz des Proteins in funktionelle Domänen 
untergliedert werden (46, 71, 72). Wie eine Blast-Analyse der Aminosäuresequenz von SbsC 
ergab, besitzt das Protein im Bereich zwischen der Aminosäureposition 472 und 549 eine 
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Immunglobulin-Bindedomäne der Gruppe 2 (Big_2). Zu Proteinen, die eine solche Domäne 
aufweisen, zählen u.a. verschiedene Oberflächenproteine von Phagen und Bakterien (91). 
Die Primärstruktur von SbsC ist in Abb. 1.2. schematisch dargestellt.
Abb. 1.2. Domänenstruktur von SbsC. 
Eine Deletion der N-terminalen 257 aa sowie der C-terminalen 179 aa 
beeinflusst nicht die Selbstassemblierungseigenschaften (29, 71). 
Während der N-terminale Bereich für die Bindung an die Zellwand 
essenziell ist, korrelieren Deletionen bzw. Insertionen im C-Terminus 
nicht mit Veränderungen der SL-Charakteristik. Die Aminosäuren 1-
30 repräsentieren das Sekretionssignal und sind im maturen Protein 
nicht enthalten.
Die gentechnische Fusion des Birkenpollenallergens Bet-v1 an den C-Terminus des SL-
Proteins SbsC(aa 31-920) führte zum Erhalt eines IgE-affinen S-Layers. Elektronen-
mikroskopische Analysen ergaben, dass diese Epitop-exponierenden Assemblatstrukturen
neben einer schrägen Symmetrie Gitterkonstanten aufweisen, die mit denen der nativ aus 
G. stearothermophilus isolierten SbsC-Monolagen identisch sind (22, 29, 71). 
1.3. Modifikationen an SL-Proteinen – Technische Nutzung
Die Kombination von Eigenschaften, wie der monomolekulare, isopore Aufbau, die definierte 
Symmetrie sowie die Selbstassemblierungseigenschaften in vitro, verleihen S-Layern ein 
beachtliches Anwendungspotenzial in der Biotechnologie und molekularen Nanotechnologie. 
So wurden S-Layer aufgrund ihrer definierten Porengrößen bisher als 
Ultrafiltrationsmembranen mit strikt definierter Ausschlussgröße eingesetzt (162). Des 
Weiteren können Liposomen bzw. Membranvesikel mit S-Layern umhüllt und damit 
stabilisiert werden, was beispielsweise für die Medikamentenapplikation eine interessante 
Option darstellt.
 Aminosäure-Position
1 31 257                                                                         920           1099
Selbstassemblierung + 
schräge Netz-Symmetrie
  Zellwand-
Interaktion
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Die Tatsache, dass funktionelle Domänen einer jeden SL-Einheitszelle repetitiv, im 
Nanometerbereich und mit der Periodizität des SL-Gitters in hoher Dichte exponiert werden, 
prädestinieren S-Layer als Matrizen für die Immobilisierung funktioneller Moleküle. 
So können beispielsweise nach Vorgabe der SL-Symmetrie regelmäßig strukturierte 
Monolagen von Enzymen, Antikörpern oder Immunogenen generiert werden (29, 67, 162), 
weshalb S-Layer u.a. in der Immuntherapie von Krebs und Allergien eingesetzt werden (141). 
Ein Beispiel hierfür ist der Einsatz SL-beschichteter Microbeads, an denen in hoher Dichte 
Immunglobulin (Ig)-G bindende Domänen des Proteins A aus Staphylococcus aureus
gekoppelt werden (178). Mit Hilfe dieses Microbead-basierten Detoxifikationssystems kann 
der hohe IgG-Gehalt des Blutes von Patienten mit Autoimmunerkrankungen wirksam gesenkt 
werden. 
Darüber hinaus finden S-Layer als Träger von Adjuvantien in der Vakzinenentwicklung 
Anwendung. Hierbei werden beispielsweise kapsuläre Oligosaccharidstrukturen von 
Streptococcus pneumoniae an S-Layer nichtpathogener Organismen gekoppelt und als 
Impfstoff eingesetzt (88). Voraussetzung für den Einsatz in der Medizin ist dabei die 
immunologische Inertheit verwendeter SL-Proteine. 
Des Weiteren können S-Layer als nanoskalige Template für die Funktionalisierung von 
Oberflächen in Katalytik und Sensorik genutzt werden. Die Poren des S-Layers dienen dabei 
als Mikroreaktionsräume, in denen zunächst Edelmetallionen abgeschieden werden, die nach 
Reduktion als Kristallisationskeime für eine Metallclusterbildung fungieren (179). Dabei 
werden die Ionen nach Vorgabe der Porensymmetrie und -dichte des jeweiligen S-Layers 
immobilisiert (96). 
Für eine spezifische Verwendung bedarf es jedoch der Optimierung der 
Bindungseigenschaften, ohne dabei die physikochemischen Charakteristika wie 
Selbstassemblierung und Netzsymmetrie zu verändern. S-Layer können dafür chemisch oder 
gentechnisch modifiziert werden.
1.3.1. Chemische Modifikation
Die kovalente Verknüpfung von organischen Molekülen an SL-Strukturen erfolgt neben 
Hydroxyl- und Aminogruppen vor allem an exponierten Carboxyl-Gruppen. Dazu werden 
diese nach Quervernetzung der SL-Monomere mit Glutardialdehyd mittels Carbodiimid 
aktiviert und schließlich amidartig mit den jeweiligen Molekülen verbunden (164). Die 
Anordnung der Moleküle erfolgt dabei nach der geometrischen Verteilung der Carboxyl-
Gruppen. So konnte beispielsweise das Birkenpollenantigens Bet v1 kovalent mit den S-
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Layern der Stämme Bacillus sphaericus CCM 2177 und Thermoanaerobacter 
thermohydrosulfuricus L111-69 verknüpft werden, was in der Folge zu einer dichten 
Anordnung immobilisierter Antigenmoleküle auf den SL-beschichteten Oberflächen führte 
(67, 70). Die Orientierung, mit der diese Moleküle an der SL-Membran immobilisiert werden, 
ist jedoch uneinheitlich und damit bisweilen nachteilig für nachfolgende Applikationen.
1.3.2. Gentechnische Modifikation
Eine gerichtete Immobilisierung funktioneller Proteine kann durch Fusion des für dieses 
Protein kodierenden ORF mit einem SL-Gen erreicht werden. Hierbei wird idealerweise die 
Regularität der SL-Proteinanordnung im Assemblat zu 100 % auf fusionierte Partnerproteine 
übertragen. Die Ausrichtung der Moleküle ist uniform. Essenziell für ein gentechnisches 
Design bakterieller Hüllproteine ist die Kenntnis der Primärstruktur sowie der für das SL-
Protein kodierenden DNA-Sequenz.
1.3.2.1. Heterologe Expression
Trotz der Identifikation hunderter SL-tragender Bakterienarten wurden bis heute nur etwa 
40 SL-Gene identifiziert und sequenziert. Das Spektrum an verwendeten Organismen für die 
heterologe Expression bakterieller Hüllproteine beschränkt sich bisher auf die Bakterien 
E. coli, B. subtilis, Lactobacillus spec. (10) und Lactococcus lactis (115), wobei eine 
Hochexpression rekombinanter S-Layer bisher nur für E. coli beschrieben wurde (10, 71, 82).
1.3.2.2. Gerichtete Mutagenese
Für eine Integration bzw. Fusion von Aminosäuresequenzen in bzw. an SL-Proteine sind 
Kenntnisse über die Lage funktioneller Domänen innerhalb der SL-Primärstruktur nötig. Die 
Synthese trunkierter Formen der SL-Proteine SbsC aus G. stearothermophilus ATCC 12980 
(71) und SbpA aus B. sphaericus CCM 2177 (67) sowie gerichtete Integrationen von 
Proteindomänen in die SL-Proteine SbsA und SbsB (10) führten zur Identifikation der für die 
Zellwandbindung,, die Selbstassemblierung und die Ausbildung der Gittersymmetrie 
verantwortlichen Domänen. Auf Basis dieser Daten wurden SL-Fusionsproteine konstruiert, 
die sowohl die physikochemischen Eigenschaften des SL-Monomers als auch die des 
fusionierten Partnerproteins beinhalten. Tabelle 1.2. gibt einen Überblick über bisher in 
E. coli erzeugte, bifunktionelle SL-Chimäre.
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SL-Fusionsprotein fusionierte Proteindomäne Referenz
SbpA(aa 31-1268)-Strep-Tag I Streptavidin-Bindepeptid (122)
SbpA(aa 31-1068)-Strep-Tag II Streptavidin-Bindepeptid (122)
SbpA(aa 31-1068)-EGFP verstärkt grün fluoreszierendes 
Protein
(66)
SbpA(aa 31-1068)-Bet v1 Birkenpollenallergen (67)
SbpA(aa 31-1068)-cAb-Lys3 heavy chain-Kamel-Antikörper 
gerichtet gegen Lysozym
(122)
SbpA(aa 31-1068)-cAb-PSA-N7 heavy chain-Kamel-Antikörper 
gerichtet gegen ein Prostata-
spezifisches Antigen
(123)
SbpA(aa 31-1068)-ZZ IgG-Bindedomäne des Proteins A aus 
Staphylococcus aureus
(178)
SbsC(aa 31-920)-Bet v1 Birkenpollenallergen (29)
SbsB(aa 32-889)-cStrep core-Streptavidin(aa 16-133) (105)
SbsB(aa 32-920)-6His hexa-His-tag (62)
Tab. 1.2. Rekombinante, in E. coli erzeugte C-terminal modifizierte SL-
Fusionsproteine. 
Wie für die nicht modifizierten Proteine SbpA(aa 1-1268), SbsC(aa 1-
1099) und SbsB(aa 1-920) beschrieben, reassemblieren die in dieser 
Tabelle aufgeführten SbpA-Fusionsproteine zu Strukturen mit 
quadratischer (p4) Symmetrie, SbsC- (p2) und SbsB-Chimäre (p1) 
bilden S-Layer mit schräger Symmetrie. 
1.4. Strategien zur Herstellung Edelmetall-bindender S-Layer
Aufgrund ihrer physikochemischen Charakteristik können S-Layer für 
Oberflächenbeschichtungen als nanoskaliges Templat zur regelmäßigen Immobilisierung von 
Edelmetallclustern aus Platin oder Palladium eingesetzt werden. Einige Proteinassemblate, 
darunter der S-Layer aus Sporosarcina (S.) ureae, weisen bereits in ihrer nativen, 
unmodifizierten Form eine hohe Affinität zu Platin-Ionen auf (96). So lassen sich in den 
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Poren nativ isolierter S. ureae SL-Monolagen 2-4 nm große, regelmäßig angeordnete 
Platincluster erzeugen. 
Um eine selektive Affinität zu Metallionen und deren gerichtete Anbindung in einem 
definierten Protein-Metallionen Verhältnis zu erreichen, können S-Layer mit Metall-
bindenden Proteinen- bzw. Proteinmotiven gekoppelt werden. Da bisher keine Platin-bzw. 
Palladium-bindenden Proteinmotive bekannt sind, ist zu prüfen, inwieweit Biometall-
bindende Proteine Ionen der Edelmetallgruppe komplexieren können. Insgesamt übernehmen 
17 Schwermetalle biologische Funktionen, zu denen u.a. Eisen, Kupfer, Mangan, Molybdän, 
Zink, Nickel, Kupfer, Vanadium, Kobalt, Wolfram und Chrom gehören (181). Die Anbindung 
der Metallionen an Proteine erfolgt dabei über eine Komplexbindung, in der zumeist 
Thiolgruppen der Cysteine oder Histidinreste als Liganden fungieren (110).
Die in der vorliegenden Arbeit an SL-Proteine anfusionierten Metallionen-komplexierenden 
Proteine bzw. Peptide werden im Folgenden vorgestellt. 
HspA
Das 118 aa umfassende Hitzeschockprotein HspA des humanpathogenen Bakteriums 
Helicobacter pylori besitzt eine außergewöhnlich hohe Affinität zu Nickel-Ionen. 
Verantwortlich für das Bindungsvermögen von 2 Ni
2+
- Ionen pro HspA-Molekül ist eine 
Cystein- und Histidin-reiche, 27 aa umfassende B-Domäne im carboxyterminalen Bereich des 
Polypeptides (75, 76). Neben Nickel besitzt sie des Weiteren eine Affinität zu Kobalt, Zink 
und Kupfer besitzt (75). Die Primärstruktur des 13 kDa großen HspA-Proteins zeigt 
signifikante Homologien zu dem GroES-Protein aus E. coli. HspA ist in Helicobacter
aufgrund der Nickel-Inkorporation in den Urease-Komplex an dessen Assemblierung beteiligt 
(51). 
Histidinpeptide
Eine Abfolge von mindestens vier Histidinen (tetra-His-tag) in der aa-Sequenz eines Proteins 
vermittelt dessen Bindung an Nitrilotriessigsäure (NTA)- komplexierte Ni
2+
-Ionen. Dabei 
werden die verbliebenen zwei freien koordinativen Bindungsstellen eines immobilisierten 
Ni
2+
-Ions durch die Imidazolgruppen zweier benachbarter Histidinreste besetzt (3, 59). In 
einer Ligandenaustauschreaktion mit freiem Imidazol oder durch Absenken des pH-Wertes 
kann die Bindung zwischen Protein und Nickelmatrix aufgehoben werden. Die 
Wechselwirkungen zwischen Histidinen und Nickel-Ionen werden nicht von der
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Tertiärstruktur des jeweiligen Proteins beeinflusst und sind des Weiteren auch unter 
denaturierenden Bedingungen (6 M Guanidin-HCl, 8 M Harnstoff) stabil (3). 
In der vorliegenden Arbeit wurden SL-Proteine C-terminal mit einem 12His-tag fusioniert, 
welcher eine theoretische Bindung von 6 Ni
2+
-Ionen pro SL-Monomer vermittelt (59).
Neben einer direkten Verknüpfung der SL-Proteinmonomere mit Metall-bindenden Peptiden 
auf Primärstrukturebene können des Weiteren auch SL-Streptavidin Fusionen kreiert werden, 
welche eine Affinität zu biotinylierten Metall-bindenden Molekülen aufweisen. Eine 
Biotinbindung konnte bisher für das bifunktionelle Protein SbsB-core-Streptavidin 
nachgewiesen werden (105). 
Neben der Integration Metall-bindender Proteinmotive in die Primärstruktur der SL-Proteine 
ist weiterhin denkbar, DNA-bindende S-Layer für eine Metallisierung ausgewählter 
Oberflächen zu nutzen. Neben einer Vielfalt an DNA-Bindeproteinen kommen für die 
gentechnische Funktionalisierung von SL-Schichten besonders solche Proteine in Betracht, 
die eine bevorzugte Affinität zu platinierten Oligonukleotiden aufweisen. Zu diesen Proteinen 
gehört beispielsweise das TATA-box-binding Protein (TBP) der Hefe S. cerevisiae (176).
1.5. Expression bakterieller Proteine in Hefe
Hefen repräsentieren die einfachsten eukaroytischen Wirtsorganismen für die heterologe 
Proteinsynthese. Unter den mikrobiellen Wirtssystemen vereinen Saccharomyces (S.) 
cerevisiae, Schizosaccharomyces pombe, Pichia pastoris, Hansenula polymorpha, 
Kluyveromyces lactis und Yarrowia lipolytica (11) die Vorteile einzelliger Organismen 
(einfache genetische Manipulation und Kultivierung) mit den Protein-prozessierenden 
Eigenschaften der Eukaryonten (Proteinfaltung, Assemblierung, posttranslationelle 
Modifikationen). Weiterhin sind diese Organismen aufgrund des Fehlens von Toxinen sowie 
onkogener und viraler DNA als „generell sicher“ (generally regarded as safe-GRAS) 
eingestuft (11). Diese Hefen werden aufgrund ihrer umfassend untersuchten Biochemie und 
Genetik für die Hochexpression eukaryontischer Gene verwendet. 
Die Möglichkeit Proteine zu produzieren, die spezifisch in Organellen lokalisiert sind oder 
sezerniert werden können, ist ein weiterer Vorteil von Hefen als Wirtszellen für die 
heterologe Expression (11). Obgleich Hefen zumeist für die Synthese eukaryontischer und 
medizinisch relevanter Proteine (z.B. humanes Insulin, Hepatitis B Vakzin, humanes 
Serumalbumin) genutzt werden, ließen sich auch zahlreiche prokaryontische Proteine 
funktionell in Hefe erzeugen. So vermittelt die Expression der an DNA-Reparatur und 
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Rekombinationsprozessen beteiligten E. coli-Genprodukte RecA (39, 40), Phr1 (85), Ada (31)
in S. cerevisiae die Restauration reparaturdefekter Phänotypen in rad-Mutanten. Weitere 
Beispiele für die funktionelle Expression bakterieller Proteine in S. cerevisiae sind in Tabelle 
1.3. zusammengefasst: 
Protein Organismus Wirkung in Hefe Referenz
Acetyltransferase Salmonella enterica katalysiert Acetylierung 
von Histonen
(175)
ApxIA Toxin Actinobacillus 
pleuropneumoniae 
Expression des 120 kDa 
großen Proteins erfolgt 
ohne Prozessierung
(155)
Lux A, B, C, D 
Flavin-
Oxidoreduktase 
Photorhabdus 
luminescens 
Vibrio harveyi
simultane Expression 
führt zu autonom 
biolumineszierenden 
Hefezellen 
(57)
Methionyl tRNA 
Formyltransferase
 E. coli Expression resultiert in 
Formylierung der 
cytoplasmatischen tRNA 
(133)
GMD 
(Dehydratase) 
GMER(Reduktase)
Helicobacter pylori Expression der für Säuger 
toxischen Proteine in 
aktiver Form
(73)
SspA 
YopE
Salmonella spec.
Yersinia spec.
Expression der 
Virulenzproteine 
beeinflusst 
Aktinassemblierung des 
Cytoskeletts
(86)
EmrE
E. coli 
Synthese des "multi drug" 
Transportproteins 
vermittelt Transport von 
Toxinen in die 
Hefevakuole
(190).
Tab. 1.3. Heterolog in S. cerevisiae erzeugte prokaryontische Proteine
Die Tabelle gibt einen beispielhaften Überblick über bisher in Hefe 
erzeugte und in funktioneller Form isolierte prokaryontische Proteine.
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1.6. Zielsetzung
Im Fokus dieser Arbeit steht die gentechnische Erzeugung metallaffiner SL-Membranen. 
Dafür soll das SL-Protein SbsC des Stammes G. stearothermophilus ATCC 12980 durch 
gerichtete Mutagenese mit metallbindenden Proteinen bzw. Peptiden fusioniert werden. 
Aufgrund der bekannten Sequenz, der Kenntnis der Lage funktioneller Domänen sowie der 
ausgezeichneten Synthetisierbarkeit in E. coli erfüllt dieses Protein einerseits die 
Voraussetzungen für eine gentechnische Manipulation und rekombinante Erzeugung. 
Andererseits sind SbsC-Assemblate naturgemäß in Temperaturbereichen bis wenigstens 
60 °C stabil, was nachfolgende Modifikationen, wie das thermische Konditionieren 
(sogenanntes „Tempern“) unter moderaten Bedingungen gestattet, ohne die Struktur der 
Assemblate zu zerstören. Die für das SL-Protein charakteristischen physikochemischen 
Eigenschaften sollen von der Modifikation nicht beeinflusst werden. 
Eine "high-level" Expression rekombinanter SbsC-Fusionsproteine wird in den Organismen 
E. coli und erstmals in dem eukaryontischen Organismus S. cerevisiae untersucht. Zur 
Charakterisierung der Assemblatmorphologie synthetisierter SbsC-Chimäre in vitro und in 
vivo soll exemplarisch das Fusionsprotein SbsC(aa 31-1099)-EGFP vergleichend in beiden 
Wirtssytemen synthetisiert und durch mikroskopische und proteinbiochemische 
Analysemethoden molekularbiologisch charakterisiert werden.
Gegenüber E. coli gestattet die Synthese gentechnisch modifizierter SL-Proteine in Hefe eine 
gezielte Anknüpfung von Kohlenhydraten. Posttranslationale Modifikationen stellen eine 
weitere Option dar, SL-Assemblate im Hinblick auf eine Metallabsorption zu optimieren.
Die (Edel-)metallaffinität rekombinanter SbsC-Proteine soll in monomerer (denaturierter) 
sowie in assemblierter (nativer) Form analysiert werden.
Ziel ist weiterhin die gerichtete Synthese metallaffiner Assemblatstrukturen mit definierter 
Morphologie durch Variation der Renaturierungsbedingungen.
In einem zweiten Teil der Arbeit sollen bisher unbekannte, thermoresistente Hüllproteine 
identifiziert werden, um die Kollektion der für ein gentechnisches Design zur Verfügung 
stehenden SL-Proteine zu erweitern. 
Dafür soll das SL-Protein des Stammes G. stearothermophilus DSM 13240 nach Isolation aus 
dem authentischen Organismus und nach heterologer Synthese hinsichtlich SL-Struktur und 
Reassemblierungseigenschaften charakterisiert werden. Anhand der aus der 
Einleitung
23
Genomsequenzierung von G. stearothermophilus DSM 13240 erhaltenen bioinformatischen 
Daten ließ sich der für das SL-Protein dieses Stammes kodierende DNA-Bereich 
identifizieren. Ferner ist aufgrund der optimalen Wachstumstemperatur von 67 °C eine 
entsprechende Temperaturstabilität des S-Layers gegeben.
Material & Methoden
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II. Material und Methoden
2.1. Material
2.1.1. Geräte
Gerät Modell Firma
Agarose-Gelelektrophorese-
system
Model B2/B1A OWL PARATION SYSTEMS
Atomkraftmikroskop (AFM) Nanoscope III a DIGITAL INSTRUMENTS, USA
Blockthermostat BT 100 KLEINFELD
Brutschrank WTB BINDER
Digital Color Printer UP-2500 D SONY
Durchflusszytometer CY FLOW PARTEC
Durchlichtmikroskop AXIOVERT 25

ZEISS
Elektroporationsgerät Gene Pulser II BIO-RAD
Fluoreszenzmikroskop Jenalumar ZEISS
FPLC-System 500er Serie PHARMACIA BIOTECH
French-press SLM-Aminco
konfokales 
Laserscanningmikroskop
LSM 510 ZEISS
Laserscanner Storm 860 MOLECULAR DYNAMICS
Magnetrührer Combimag RCT IKA
Mikroliterzentrifuge Biofuge fresco/pico
Zentrifuge 5417R
HERAEUS
EPPENDORF
Mikroskop-Kamera Sensys VISITRON SYSTEMS
Minishaker MS1 IKA
online-DNA-Sequenzierer LI-COR, Model 4000/4200 MWG BIOTECH
pH-Meter 766 Calimatic KNICK
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Polyacrylamid-
Gelelektrophoresesystem
Mighty Small II HOEFER
Power-Supply PPS 200-1D MWG BIOTECH
Power-Supply EPS 600 PHARMACIA BIOTECH
Power-Supply Power Pac 3000 BIO-RAD
Rasterelektronenmikroskop 
(REM)
982 GEMINI
Schüttelinkubatoren Series 25; Innova 4200;
AK-82
NEW BRUINSWICK SCIENTIFIC
INFORS
Schüttler Unimax 1010 / Promax 1020 HEIDOLPH
Semy-dry-Blotter BIOMETRA
Sterilbank Herasafe HERAEUS
Swing-out Zentrifuge Universal 32 HETTICH
Tank-blotting Apparatur Mini-Protean II BIORAD
Thermocycler Cyclone 96;
Primus / Primus96
plus
PEQLAB 
MWG BIOTECH
Thermoschüttler Thermomixer compact EPPENDORF
Transmissions-
Elektronenmikroskop (TEM)
CM10 PHILIPS
Ultraschallgerät Sonoplus UW2070 BANDELIN
UV/Visible Spektro-
Photometer
Ultrospec 3000 PHARMACIA BIOTECH
Vakuum-Konzentrator speed vac 5301 EPPENDORF
Wasserbad ecoline RE112 LAUDA GFL
Wasserbadschüttler Gyrotory Model G76 NEW BRUINSWICK SCIENTIFIC
Zentrifuge Avanti J-25 BECKMAN
Zentrifuge 3K30 SIGMA
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2.1.2. Chemikalien/Reagenzien
Wenn nicht gesondert angegeben, wurden Chemikalien von folgenden Firmen verwendet:
GE HEALTH CARE (New York, USA) BIO-RAD Laboratories (Richmond, USA); INVITROGEN
(Gaithersburg, USA); FLUKA AG (Buchs, CH); SERVA (Heidelberg, D); SIGMA (St. Louis, 
USA); Carl ROTH GmbH&Co (Karlsruhe, D); ICN Biomedicals Inc.(Ohio, USA); VWR 
International GmbH (DARMSTADT, D).
2.1.4. Enzyme
Enzyme Firma
Taq-DNA-Polymerase INVITROGEN
Combizyme-DNA-Polymerase INVITEK
Restriktionsendonukleasen INVITROGEN; MBI-FERMENTAS
DNase I ROTH
RNase A ROTH, MACHEREY&NAGEL
Zymolyase-20T (20.000 U/mg) ICN
Lysozym (aus Hühnerei) ROTH
Glukosidase INVITROGEN
T4-DNA-Ligase PROMEGA
2.1.5. Größenstandards
DNA: 
- λ-DNA EcoR I / Hind III geschnitten (INVITROGEN)
Protein: 
- Roti-Mark prestained (ROTH); 
- Roti-Mark standard (ROTH); 
- Bench-Mark prestained (INVITROGEN)
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2.1.6. Primer 
Die in der Tabelle aufgeführten Oligonukleotide wurden von der Firma MWG BIOTECH
synthetisiert.
für jeweilige Klonierung 
verwendete 
Oligonukleotide
Sequenz in 5´-3´-Orientierung Schnittstelle
Klonierung sbsC(aa 31-1099) in pET 3a
matSbsCforNde TATATATACATATGGCAACGGACGTGGCG
ACGGTC
NdeI
SbsCrevBam TATATATAGGATCCTTACGATGCTGATTTT
GTACC
BamHI
Klonierung sbsC(aa 31-1099)-12His in pET17b
matSbsCforNde TATATATA CATATG GCA ACG GAC GTG 
GCG ACG GTC
NdeI
SbsC12HisrevXho TATATATA CTCGAG TTA GTG ATG GTG 
ATG GTG ATG GTG GTG GTG ATG ATG ATG 
CGA TGC TGA TTT TGT ACC AAT TTG
XhoI
Klonierung sbsC(aa 31-1099)-EGFP in pET17b
matSbsCforNde TATATATACATATGGCAACGGACGTGGCG
ACGGTC
NdeI
SbsC_o.Term_revXho TATATATACTCGAGCGATGCTGATTTTGTA
CCAATTTG
XhoI
EGFPforXho TATATATACTCGAGATGGTGAGCAAGGGC
GAGGAG
XhoI
EGFPrevBpu1102 TATATATAGCTCAGCTTACTTGTACAGCTC
GT
Bpu1102I
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Klonierung sbsC(aa 31-1099)-hspA in pET17b
matSbsCforNde TATATATACATATGGCAACGGACGTGGCG
ACGGTC
NdeI
SbsC_o.Term_revXho TATATATACTCGAGCGATGCTGATTTTGTA
CCAATTTG
XhoI
HspAforXho TATATATACTCGAGATGAAGTTTCAACCAT
TAG
XhoI
HspArevBpu1102 TATATATAGCTCAGCTTAGTGTTTTTTGTGA
TCATG
Bpu1102I
Klonierung EGFP in pET17b
EGFPforXho TATATATACTCGAGATGGTGAGCAAGGGC
GAGGAG
XhoI
EGFPrevBpu1102 TATATATAGCTCAGCTTACTTGTACAGCTC
GT
Bpu1102I
Klonierung s13240(bp 1-3210) in pET17b
S13240forVsp TATATATAATTAATATGGACAAAAAGAAA
GCAGTCAAAC
VspI
S13240revXho TATATATACTCGAGTTAGTTTTTAACTACA
GTTGTAGC
XhoI
Klonierung S13240(aa 31-1069)-EGFP in pET17b
matS13240forNhe TATATATAGCTAGCGCAACGGACGTTGCGA
C
NheI
S13240_o.Term_revXho TATATATACTCGAGGTTTTTAACTACAGTT
GTAGC
XhoI
EGFPforXho TATATATACTCGAGATGGTGAGCAAGGGC
GAGGAG
XhoI
EGFPrevBpu1102 TATATATAGCTCAGCTTACTTGTACAGCTC
GT
Bpu1102I
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Klonierung s13240(aa 31-1069) in pET 101/D-TOPO
matS13240TOPOfor CACCATGGCAACGGACGTTGCGAC
S13240TOPOrev TTAGTTTTTAACTACAGTTGTAGC
Klonierung sbsC(aa 31-1099) in pYD1
matSbsCforBam TATATATAGGATCCGCAACGGACGTGGCG
ACGGTC
BamHI
SbsCrevXho TATATATACTCGAGTTACGATGCTGATTTT
GTACCAATTTG
XhoI
Klonierung sbsC(aa 31-1099)-EGFP in pYD1
matsbsCforBam TATATATAGGATCCGCAACGGACGTGGCG
ACGGTC
BamHI
sbsC_o.Term_revXho TATATATACTCGAGCGATGCTGATTTTGTA
CCAATTTG
XhoI
EGFPforXho TATATATACTCGAGATGGTGAGCAAGGGC
GAGGAG
XhoI
EGFPrevApa TATATATAGGGCCCTTACTTGTACAGCTCG
TCCATGC
ApaI
Klonierung EGFP in pYD1
EGFPforXho TATATATACTCGAGATGGTGAGCAAGGGC
GAGGAG
XhoI
EGFPrevApaI TATATATAGGGCCCTTACTTGTACAGCTCG
TCCATGC
ApaI
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Klonierung sbsC(aa 31-1099)-EGFP in p426-GPD
matSbsCforBam_ATG TATATATAGGATCCATGGCAACGGACGTG
GCGACGGTC
BamHI
sbsC_o.Term_revXho TATATATACTCGAGCGATGCTGATTTTGTA
CCAATTTG
XhoI
EGFPforXho TATATATACTCGAGATGGTGAGCAAGGGC
GAGGAG
XhoI
EGFPrevKpn TATATATAGGTACCTTACTTGTACAGCTCG
TCCATGC
KpnI
Klonierung EGFP in p426-GPD
EGFPforXho TATATATACTCGAGATGGTGAGCAAGGGC
GAGGAG
XhoI
EGFPrevKpn TATATATAGGTACCTTACTTGTACAGCTCG
TCCATGC
KpnI
Klonierung s13240(aa 31-1069)-EGFP in p426-GPD
matS13240forBamATG TATATATAGGATCCATGGCAACGGACGTTG
CGACG
BamHI
S13240revXho_oT TATATATACTCGAGGTTTTTAACTACAGTT
GTAGCATTATC
XhoI
EGFPforXho TATATATACTCGAGATGGTGAGCAAGGGC
GAGGAG
XhoI
EGFPrevKpn TATATATAGGTACCTTACTTGTACAGCTCG
TCCATGC
KpnI
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Checkprimer für ORF s13240
Check13240for CTGCTCAGCAACAAACTGCC
Check13240rev TGTCACTGTTGGAGCCACTG
unterstrichene Basenfolgen zeigen Erkennungssequenz für Typ II-Restriktionsendonukleasen
Sequenzierprimer
Oligonukleotid; 5´-IRD-800 markiert Sequenz in 5´-3´-Orientierung
pET3a/17brev CTAGTTATTGCTCAGCGGTGG
pET3a/17bfor CACTATAGGGAGACCACAACG
sbsCint1for GCGTATGAAGCAGCATTGACG
sbsCint2for TGGAAAAGTAGCTGGAACTGAC
sbsCint3for GACTCTGCTGCAACTCCTAAC
sbsCint4for GAGGTTGATGCGCAAGACGG
sbsCint0rev CTTCTTTCATTTGCGCTTTCGC
sbsCint1rev TTGCTGTTGCTTTGTCTACAGG
sbsCint2rev CTGGGTTAGCTTTAACAGTCAC
sbsCint3rev CAGCTAATCCAGAAATGCTAGC
S1340int1for CTTCGTTCGCAATTCAAAGCC
S1340int2for CTGACGAGGCAGTATTAACTC
S1340int3for GTTAAACGGCGGTTCTTACAC
S1340int4for GTTGACGCTAAGAACAGCTTC
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S1340int1rev GCTTTCATCGAAACCGTGATG
S1340int2rev GTAGTCCGCACCATCTTTTAC
S1340int3rev CTAAGTCAGAAACTGTCGGAG
S1340int4rev GTCAACAAAGTTGTCTCCGTC
Sequenzierprimer upstream ORF s13240
S1340int0rev CGGATTGGCTGCGACGAAAG
13240uporfrev ACGGTACCGGTCCGAATTCG
13240uporf2rev CCGTTTAGTAGATTCATTGCCTAAAAGGTGCTAAC
13240uporf6for CATATTCATATCAATGTCGCC
2.1.7. Antikörper
Antikörper
primär
Firma eingesetzte Verdünnung in 
Westernblotanalyse 
(*)
mouse-anti-tetra-His QIAGEN 1:2000
mouse-anti-Xpress
TM 
INVITROGEN 1:5000
mouse-anti-EGFP (monoklonal) ROCHE 1:10000
sheep-anti-DIG-AP (polyklonal) ROCHE 1:1000
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Antikörper
sekundär
Firma eingesetzte Verdünnung in 
Westernblotanalyse 
(*)
goat-anti-mouse-Alexa Fluo-488 MOLECULAR PROBES 1:250
sheep-anti-mouse IgG, HR-
Peroxidase-gekoppelt
GE HEALTH CARE 1:5000
sheep-anti-mouse IgG, 
Immunogold-markiert
GE HEALTH CARE 1:5000
(*)
 Die verwendeten Verdünnungen entsprachen denen der Herstellerangaben. 
Die Verdünnung der Antikörper erfolgte in 1x TBS/T + 5 % (w/v) Magermilchpulver.
2.1.8. Kultivierungsmedien
2.1.8.1. Kultivierung von Escherichia coli und Geobacillus stearothermophilus
Die Kultivierung von E. coli sowie der Stämme G. stearothermophilus ATCC 12980 und 
G. stearothermophilus DSM 1550 erfolgte in LB-Medium, G. stearothermophilus DSM 
13240 wurde in LB (+) Medium angezogen. Für Agarplatten wurde das jeweilige 
Flüssigmedium vor dem Autoklavieren Agar in einer Endkonzentration von 2 % (w/v) 
zugesetzt.
LB flüssig LB(+) flüssig
0,5 % (w/v) Hefeextrakt 0,5 % (w/v) Hefeextrakt
1 % (w/v) Trypton / Pepton 2 % (w/v) Trypton / Pepton
0,5 % (w/v) NaCl 0,5 % (w/v) NaCl
pH ggf. mit NaOH od. KOH auf 7,4 einstellen; autoklavieren
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Zur Selektion Plasmid-tragender E. coli Stämme wurde Ampicillin in einer Endkonzentration 
von 100 µg/ml zum Medium zugesetzt.
2.1.8.2. Kultivierung von Helicobacter pylori
Die Anzucht von Helicobacter (H.) pylori erfolgte ausschließlich auf festem Medium 
(Columbia-Agar).
Columbia-Agar mit Pferdeblut
1,5 % (w/v) Pepton aus Casein
0,5 % (w/v) Pepton aus Sojamehl
0,5 % (w/v) NaCl
1,5 % (w/v) Agar
pH auf 7,3 einstellen
autoklavieren; nach Abkühlung auf 50 °C Zugabe von 4 % (v/v) 
sterilem Pferdeblut
2.1.8.3. Kultivierung von Saccharomyces (S.) cerevisiae
YPD flüssig W0 flüssig
1 % (w/v) Hefeextrakt 6,7 g/l YNB + (NH4)2SO4
2 % (w/v) Trypton / Pepton Aminosäuren (1x)
2 % (w/v) Glukose C-Quelle (1x)
autoklavieren
Aminosäure-Stammlösungen (100x) in dH2O
Histidin 6 g/l
Leucin 8 g/l
Methionin 2 g/l
Tryptophan 8 g/l
steril filtrieren
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Kohlenhydrat-Stammlösungen (C-Quelle) (10x) in dH2O
Glukose 20 % (w/v)
Galaktose 30 % (w/v)
Glycerin 20 % (v/v)
autoklavieren
2.1.9. Stämme
Stamm Genotyp Bezugsquelle
E. coli DH5α φ80dlacZ∆M15, recA1, 
endA1, gyrA96, thi-1, 
hsdR17(r
K
-
, m
K
+
), supE44, 
relA1, deoR, ∆(lacZYA-
argF)U169
INVITROGEN
E. coli BL21(DE3) B, F
-
, ompT, gal, [dcm], 
[lon], hsdSB(rB
-
mB
-
), 
galλ(DE3)
NOVAGEN
G. stearothermophilus DSM 22 Wildtyp-Isolat, entspricht 
ATCC 12980
Deutsche Sammlung für 
Mikroorganismen und 
Zellkulturen GmbH 
(DSMZ), Braunschweig, 
Germany
G. stearothermophilus DSM 1550 
(syn. Bacillus stearothermophilus 
var. calidolactis)
Wildtyp-Isolat aus 
pasteurisierter Milch
DSMZ
G. stearothermophilus DSM 
13240
Wildtyp-Isolat aus heissen 
Quellen des Yellow Stone 
National Parks, Montana, 
USA
DSMZ
H. pylori J99 (DSM 9691) (syn. 
Campylobacter pylori)
Klinik-Isolat DSMZ
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S. cerevisiae BY4741 MATa, his3∆1, leu2∆0, 
met15∆0, ura3∆0
EUROSCARF
S. cerevisiae EBY100 MATa, ura3-52, trp 1, 
leu2∆1, his3∆200,
pep4:HIS3, prb1∆1.6R can1, 
GAL, aga1:pIU211(pIU211: 
URA3, AGA1)
INVITROGEN
2.1.10. Vektoren
Vektor Bezugsquelle Referenzen
pET3a NOVAGEN (185)
pET17b NOVAGEN (153)
pET101/D-TOPO INVITROGEN (95)
pYD1 INVITROGEN (21)
p426-GPD EUROSCARF (107)
pEGFP-N1 Clontech Laboratories (58)
Die Vektorkarten der in dieser Arbeit verwendeten Vektoren befinden sich im Anhang 
(Abb. A.1.-A.3.).
pET3a, pET17b, pET101/D-TOPO
Vektoren der pET-Reihe wurden zur "high-level" Synthese von Fremdproteinen in E. coli
Zellen konstruiert. Verwendete E. coli Stämme bilden T7-RNA-Polymerase unter Kontrolle 
des lacZ-Promotors (DE3-Fragment). Die Transkription der in die MCS bzw. in die TOPO-
cloning site des Vektors integrierten DNA steht unter Kontrolle des T7-RNA-Polymerase-
Promotors. Die Induktion der Expression erfolgt durch Zusatz von IPTG (0,1 – 1 mM) oder 
Laktose (2% (w/v) zur Kultur, was primär eine Synthese der T7-RNA-Polymerase und 
sekundär die Expression des in den pET-Vektor integrierten Gens zur Folge hat.
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pYD1
Hierbei handelt es sich um einen E. coli – S. cerevisiae Shuttlevektor. Für die Präsentation 
von Proteinen auf der Zellaußenseite von S. cerevisiae-EBY100 werden die entsprechenden 
Genorte 3´-seitig an die für den Aga2-Proteinvorläufer kodierende DNA-Sequenz fusioniert. 
Die Transkription des fusionierten Leserahmens erfolgt ausgehend von einem durch 
Galaktosezusatz induzierbaren und Glukose reprimierbaren Promotor (GAL1-Promotor). Eine 
mit pYD1 transformierte Hefezelle enthält 1-2 Kopien des Vektors.
p426-GPD
Die 3´-seitig des Glycerinaldehyd-3-Phosphat-Dehydrogenase 1-Promotors integrierten DNA-
Bereiche werden in S. cerevisiae konstitutiv exprimiert. Aufgrund der durch den 2-micron 
Replikationsursprung vermittelten, hohen Kopienzahl und der effizienten Transkription 
können rekombinante Proteine überexprimiert werden. 
pEGFP-N1
Der E .coli – HeLa shuttle-Vektor pEGFP-N1 enthält den Leserahmen für EGFP, eine GFP-
Variante mit intensiverer Fluoreszenz als das Wildtyp-GFP. In dieser Arbeit dient der Vektor 
lediglich als Matrize für die Amplifikation der für EGFP kodierenden DNA-Sequenz. 
Nachfolgend sind die Unterschiede in der Primärsequenz zwischen GFP und EGFP gezeigt:
GFP Phe
64
Ser
65
 Tyr
66
 Gly
67
 Val
68
 Gln
69
EGFP Leu
64
Thr
65
 Tyr
66
 Gly
67
 Val
68
 Gln
69
Unterstrichene Aminosäuren kennzeichnen das für die Fluoreszenz verantwortliche 
Chromophor.
EGFP, ein 27 kDa großes Protein, besitzt folgende Absorptions- und Emissionsmaxima:
Anregung (max.) bei 488 nm
Emission (max.) bei 507 nm
Fluoreszenzintensität von 100 % zwischen pH 8,0-9,0
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2.2. Methoden
2.2.1. Kultivierung von Zellen
2.2.1.1. Kultivierung von E. coli
Die Anzucht von E. coli erfolgte in LB-Flüssigmedium im Schüttler (ca. 200 rpm/min) oder 
auf LB-Agarplatten jeweils bei 37 °C.
Die Selektion von Transformanden erfolgte durch Zusatz des Antibiotikums Ampicillin 
(100 µg/ml Endkonzentration) zum Nährmedium. Für die Expression rekombinanter Proteine 
wurden die Zellen bei 30 °C bzw. 18 °C kultiviert.
2.2.1.2. Kultivierung von G. stearothermophilus ATCC 12980, DSM 1550 und DSM 13240
G. stearothermophilus Stämme wurden in vorgewärmtem LB-Flüssigmedium bei 55-57 °C 
(ATCC 12980 & DSM 1550) bzw. in vorgewärmtem LB(+)-Flüssigmedium bei 67 °C (DSM 
13240) im Schüttelinkubator (120 rpm/min) kultiviert. Alternativ erfolgte die Anzucht auf 
LB/LB(+)-Agarplatten, die zum Schutz vor Austrocknung vor der Inkubation mit Folie nicht 
luftdicht umwickelt wurden.
2.2.1.3. Kultivierung von H. pylori
Die Anzucht von H. pylori erfolgte ausschließlich auf bluthaltigen Columbia-Agarplatten mit 
konstant feuchter Oberfläche bei 37 °C für mindestens 4 Tage in wasserstoffhaltiger 
Atmosphäre und unter mikroaeroben Bedingungen ( 24 % N2, 6 % O2, 6 % CO2, 64 % H2). 
Nach Inokulation der Agaroberfläche wurden die Zellen mit 1-2 ml einer sterilen Hirn-Herz 
Infusion bedeckt. Zur Isolation genomischer DNA wurden die Zellen von den Platten mit 
sterilem 1 x PBS abgeschwemmt.
Material:
10 x PBS : 2 g
2 g 
80 g
11,5 g 
KCl
KH2PO4
NaCl
Na2HPO4
ad 1 l dH2O
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2.2.1.4. Kultivierung von S. cerevisiae
Hefezellen wurden in Flüssigmedium (200 rpm im Schüttelkolben) bzw. auf Agarplatten bei 
30 °C kultiviert. Zur Sekretion rekombinanter Proteine im Hefedisplay wurden induzierte 
Kulturen bzw. Kolonien analog bei 20-25 °C inkubiert.
Hefezellen wurde in folgenden Medien angezogen:
Hefestamm Medium
BY4741 YPD
EBY100 W0; Leu, Trp; Glukose
BY4741, transformiert mit p426-GPD W0; Leu, His, Met; Glukose bzw. Glycerin
EBY100, transformiert mit pYD1 W0; Leu, Glukose bzw. Galaktose
2.2.2. Isolation von DNA
2.2.2.1. Plasmid-Minipräparation aus E. coli durch alkalische Lyse nach Birnboim und Doly 
(1979) (19)
Nach Transformation mit einem β-Lactamase-Gen (Amp
R
) tragenden Plasmid wurde eine 
Einzelkolonie in 5-10 ml LB Medium + Ampicillin bei 37 °C im Schüttler für 12-16 h 
kultiviert.
Vier ml der Kultur wurden in einem Eppendorf-Reaktionsgefäß bei 14.000 * g, 1 min bei RT 
zentrifugiert. Der Überstand wurde vollständig abgenommen und verworfen, das Zellpellet in 
100 µl Lösung 1 aufgenommen. Es wurden 200 µl Lösung 2 zugegeben und durch 
Schwenken des Reaktionsgefäßes vorsichtig gemischt. Die Lyse der Zellen erfolgte für 5 min 
bei RT. Um das Lysat zu neutralisieren, wurden 150 µl Lösung 3 hinzugegeben. Die 
Suspension wurde für 15 min auf Eis inkubiert. Anschließend ließen sich Zelltrümmer und 
Proteine bei 14.000 * g für 20 min bei 4 °C abzentrifugieren. Der Plasmid-DNA haltige 
Überstand wurde in ein neues Reaktionsgefäß transferiert, 5 µl einer 10 µg/µl DNase-freien 
RNase A Lösung zugesetzt und für 15 min bei 37 °C inkubiert.
Durch Zugabe von 0,7-1 Volumen Isopropanol erfolgte die Fällung der in der Lösung 
enthaltenen Nukleinsäuren innerhalb 1 h bei RT. Nach Zentrifugation (16.000 * g; 30 min; 
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RT) wurde das Nukleinsäure-Pellet mit eiskaltem, 70 %igem (v/v) Ethanol gewaschen, 
zentrifugiert, anschließend im Vakuum getrocknet und schließlich in 50-75 µl ddH2O gelöst.
Material:
Lösung 1 : 50 mM 
10 mM 
25 mM 
Glukose
EDTA
Tris-HCl, pH 8,0
Lösung 2 : 0,2 M
1 % (w/v)
NaOH 
SDS
Lösung 3 : 60 ml 5 M
11,5 ml
Kaliumacetat pH 5,2
Eisessig 
2.2.2.2. Plasmid-Mini- und Midipräparation unter Verwendung von Kitsystemen
Plasmid-DNA aus einer E. coli Übernachtkultur wurde mit folgenden Kitsystemen nach dem 
Herstellerprotokoll isoliert:
- "JETQUICK Plasmid Miniprep/Midiprep Spin Kit" (GENOMED) 
- "NucleoSpin

 Plasmid Kit" (MACHEREY-NAGEL)
- "Nucleobond

 AK" (MACHEREY-NAGEL).
2.2.2.3. Isolation hochreiner genomischer DNA aus G. stearothermophilus und H. pylori
Die Präparation chromosomaler DNA der Bacillus-Stämme G. stearothermophilus ATCC 
12980 & DSM 13240 sowie von H. pylori J99 erfolgte unter Verwendung des "Genomic-tip 
100" Kitsystems (QIAGEN) nach dem Herstellerprotokoll.
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2.2.3. Aufreinigung von DNA
2.2.3.1. Aufreinigung von PCR-Produkten aus dem Restriktionsansatz
Die Abtrennung der PCR-Produkte von Primern, Nukleotiden und Salzen sowie die 
Aufreinigung von DNA-Fragmenten aus dem Reaktionsansatz erfolgte unter Verwendung des 
"JETQUICK Plasmid PCR-Purification Spin Kit" (GENOMED) oder des "Wizard

 SV Gel and 
PCR Clean-Up Systems" (PROMEGA) nach Angaben des Herstellers.
2.2.3.2. Ethanol-Fällung
Für die DNA-Präzipitation wurde eine DNA-haltige Lösung mit 1/10 Volumen 3M 
Natriumacetat (pH 5,2) und 2,5 Volumen Ethanol versetzt. Die Fällung erfolgte für 60 min bis 
ü.N. bei -20 °C. Die DNA wurde anschließend durch Zentrifugation (30 min bei 4°C; 
14.000 * g) sedimentiert und nach Abnahme des Überstandes mit 500 µl 70 %igem (v/v) 
Ethanol (eiskalt) gewaschen. Nach Trocknung des Nukleinsäurepellets bei RT für 5 min im 
Vakuumkonzentrator wurde die DNA in ddH2O resuspendiert.
2.2.3.3. Extraktion von DNA aus Agarosegelen
Nach der Agarose-Gelelektrophorese wurden die DNA-Fragmente unter langwelligem UV-
Licht (302 nm) auf einem Transilluminator mit einem Skalpell ausgeschnitten. Die Elution 
der DNA aus dem Gelblock wurde mit dem ”JETQUICK Gel Extraction Spin Kit” 
(GENOMED) oder dem "Wizard

 SV Gel and PCR Clean-Up System" (PROMEGA) nach den 
Angaben des Herstellers durchgeführt.
2.2.4. Bestimmung der DNA-Konzentration mittels UV-Absorptionsmessung
In einer Quarzküvette wurde von 50-100 µl dH2O ein kontinuierliches Absorptionsspektrum 
von 230-340 nm aufgenommen, welches das Referenzspektrum für die folgenden Messungen 
lieferte. Von der isolierten DNA wurde eine 1:50 bzw. eine 1:10 Verdünnung in dH2O 
hergestellt und ebenfalls ein Absorptionsspektrum aufgenommen. Bei einer OD
260 
von 1 
enthält die Lösung eine Konzentration 50 µg DNA/ml Lösung. 
2.2.5. Amplifikation von DNA-Sequenzen unter Verwendung der Polymerase 
Kettenreaktion (PCR)
Zur Amplifikation von DNA-Abschnitten wurde die Standard-Polymerase Kettenreaktion 
eingesetzt.
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Die PCR wurde in 100 µl Ansätzen wie folgt zusammenpipettiert:
Komponenten einzusetzende 
Volumina in µl
Endkonzentration
10fach PCR-Puffer 10 1 x
Template (x ng/µl) x 20 - 100 ng
dNTP Mix (ATP; CTP; GTP; TTP je 10 
mM)
2 0,2 mM
forward-Primer (100 pM) 1,5 1,5 pM
reverse-Primer (100 pM) 1,5 1,5 pM
DNA Polymerase (5 U/µl) 0,5-1 2,5-5 U
ad 100 µl steriles ddH2O
Die PCR-Reaktion erfolgte in einem Thermocycler. Bei Reaktionsvolumina < 25 µl wurde 
der Reaktionsansatz zuvor mit Mineralöl (10 µl) überschichtet.
Nach folgendem Algorithmus wurden DNA-Sequenzen amplifiziert:
Matrizen-DNA Denaturierung : 94 °C; 4 min
Denaturierung : 92-94 °C; 0,5-1 min
Annealing : Temperatur primerabhängig 
(*)
; 0,25-1 min
Elongation : 70-72 °C; Zeit abhängig von Länge des zu 
amplifizierenden Fragments in bp 
(**)
terminale Elongation : 72 °C; 5-10 min
Lagerung : 4 °C
(*) 
Die Annealing-Temperatur läßt sich näherungsweise nach folgender Formel berechnen:
Ta = 64,3 °C + 0,41 x GC % − 650/PL
5-25 
Zyklen
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GC … Anteil der Basen Guanin und Cytosin an der komplementären Sequenz zwischen 
Template und Primer in Prozent
PL … Länge der komplementären Sequenz zwischen Template und Primer 
(**)
 Die Syntheserate der verwendeten Polymerasen beträgt etwa 1000 Nukleotide/min
2.2.6. Spaltung von DNA mit Restriktionsenzymen
Zur Spaltung von DNA wurden pro 1 µg DNA mindestens 2 U Restriktionsenzym eingesetzt. 
Restriktionstemperaturen und Reaktionspuffer wurden gemäß den Angaben des Herstellers 
(INVITROGEN; MBI-FERMENTAS) gewählt, PCR-Fragmente und Plasmid-DNA für 4 h bis ü.N. 
gespalten. Hitze-sensitive Enzyme wurden im Anschluss für 20 min bei 65 °C inaktiviert. Die 
Aufreinigung der DNA aus dem Restriktionsansatz erfolgte entweder durch Ethanol-Fällung 
oder mit Hilfe des "Wizard

 SV Gel and PCR Clean-Up Systems" (PROMEGA).
2.2.7. Agarose-Gelelektrophorese
Zur Analyse der PCR- und Klonierungsprodukte wurde die Agarose-Gelelektrophorese 
angewandt. Sie diente des Weiteren der Isolation von Vektoren und PCR-Produkte nach der 
Restriktionsspaltung. Die Auftrennung der DNA-Fragmente nach ihrer Molekülgröße erfolgte 
bei Agarose-Konzentrationen von 0,8 % bzw. 1 % (w/v) in 1x TBE als Elektrophorese-Puffer.
Zur Visualisierung der DNA unter UV-Licht enthielten die Gele 0,1 µg/ml Ethidiumbromid. 
Die Elektrophorese erfolgte bei 80-120 V Gleichspannung in der Gelkammer.
Als Größenstandard diente mit EcoRI und HindIII gespaltene λ-DNA. Vor dem 
Probenauftrag in die Gelkammern wurden die DNA-Proben mit 6x Gelladepuffer 
(Endkonzentration 1 x) versetzt.
Material:
Agarosegel : 0,8 % bzw. 1 % (w/v) Agarose in 1x TBE-Puffer aufgekocht, 
nach dem Abkühlen auf ca. 60 °C wurde 
Ethidiumbromid zugesetzt und das Gel 
gegossen
EtBr-Stammlösung : 10 mg Ethidiumbromid in 1 ml dH2O gelöst
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TBE-Puffer (10 x) : 55 g 
108 g
40 ml 0,5 M
Borat
Tris
EDTA (pH 8,0)
ad 1 l dH2O
6x Ladepuffer : 10 mg
1 ml 0,5 M
1,7 ml
Bromphenolblau 
EDTA
 87 %iges Glycerol
ad 5 ml dH2O 
2.2.8. Ligation von DNA Fragmenten
Bei der Ligation von DNA-Fragmenten mit linearisierten Vektoren wurde ein molares 
Verhältnis von Vektor : Fragment von etwa 1 : 3 eingesetzt.
Für die Ligationsreaktion wurde T4 DNA-Ligase mit dem vom Hersteller mitgelieferten 
Puffer verwendet (PROMEGA). Die Ligationsansätze wurden 2 h bei Raumtemperatur oder 
ü.N. bei 14 °C inkubiert.
Vor der Transformation in E. coli wurden 5 µl des Ligationsansatzes mit einer MILLIPORE 
VS Membran (Porendurchmesser 0,0025µm) 15 bis 30 min gegen dH2O dialysiert.
2.2.9. DNA-Sequenzierung
Die DNA-Sequenzierung erfolgte nach der Kettenterminationsmethode (135) unter 
Verwendung des "Thermo-Sequenase fluorescent labelled primer cycle sequencing kit with 7-
deaza-dGTP" (GE HEALTH CARE) und 5´-seitig IRD-800 markierter Primer (MWG BIOTECH) 
mit dem LI-COR 4000/4200 Sequencer (MWG BIOTECH) nach folgendem Protokoll:
Gelelektrophorese
Herstellung des Sequenziergels:
30,0 ml Acrylamid-/Bisacrylamid-Lösung (Sequagel-XR, BIOZYM)
7,5 ml Puffer (Sequagel-complete, BIOZYM)
0,4 ml DMSO (SIGMA)
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Die Gellösung wurde filtriert (Faltenfilter) und (optional) im Vakuum entgast. Die 
Polymeristation wurde durch Zugabe von 200 µl 10 % (w/v) APS initiiert. Nach ca. 2 h 
Polymerisationszeit wurde der Gelvorlauf gestartet und für 30 min bei 1500 V, 45 mA, 50 W 
durchgeführt. Nach Erreichen der Temperatur von 50 °C wurde die Lasereinheit justiert. Die 
Sequenzierproben wurden nach Erreichen einer Spannung von ca. 1400 V aufgetragen. Als 
Elektrophoresepuffer wurde eine 1x TBE-Lösung verwendet.
Sequenzierreaktion
Hochreine Plasmid-DNA wurde unter Verwendung von Kit-Systemen, wie unter 2.2.2.2. 
beschrieben, präpariert. Für die Direktsequenzierung chromosomaler Bacillus-DNA wurde 
diese zunächst, wie unter 2.2.2.3. beschrieben, isoliert und anschließend entweder durch 
mechanisches Scheren oder enzymatische Hydrolyse fragmentiert. Die Sequenzierreaktion 
wurde in 96-well-Mikrotiterplatten oder in 100 µl PCR-Reaktionsgefäßen im Thermocycler 
durchgeführt. 
Zunächst erfolgte die separate Zugabe der Sequenzierprimer zur DNA:
DNA 
(ca. 150 ng pro 1000 bp Template bei Plasmid-DNA;
 > 1 µg bei chromosomaler DNA)
:    x µl
Primer (1 pmol/µl) : 2 µl
ddH2O : y µl
21 µl
In eine Mikrotiterplatte wurden je 1 µl A/C/G/T Reagenz pro Probe vorgelegt. Dazu wurden 
je 5 µl des DNA-Primer Gemisches pipettiert und jeder Ansatz mit ca. 15 µl Mineralöl 
überschichtet. Für die Sequenzierreaktion wurden folgende Parameter eingesetzt:
Matrizen-DNA Denaturierung : 94 °C; 4 min
Denaturierung : 94 °C; 0,5 min
Annealing : Temperatur primerabhängig 
(*)
; 0,5 min
Elongation : 70 °C; 0,5 min
 (*)
 Die Annealing-Temperatur läßt sich näherungsweise nach folgender Formel berechnen:
Ta = 72,3 °C + 0,41 x GC % − 650/PL
30 Zyklen
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GC … Anteil der Basen Guanin und Cytosin an der komplementären Sequenz zwischen 
Template und Primer in Prozent
PL … Länge der komplementären Sequenz zwischen Template und Primer 
Nach erfolgter Reaktion wurden jeweils 3 µl Stopplösung zugegeben. 1,5 µl pro 
Sequenzierreaktion wurden auf das Gel aufgetragen. Die online-Sequenzierung erfolgte mit 
einem LI-COR Sequenziergerät der 4000er Serie von MWG BIOTECH.
Material:
10x TBE für Sequenzierung : 55 g Borat
108 g Tris
40 ml 0,5 M EDTA, pH 8,0
ad 1 l dH2O 
2.2.10. Transformationen
2.2.10.1. Transformation von E. coli
Herstellung elektrokompetenter E. coli Zellen
500 ml LB wurden mit 1/100 Volumen einer E. coli ü. N.-Kultur inokuliert. Die Zellen 
wurden bei 37 °C unter Schütteln bis zu einer OD
600
 von 0,5 bis 0,8 kultiviert. Zum Ernten 
der Zellen wurde die Hauptkultur auf Eis für 15 bis 30 min gekühlt und mit 6.000 * g bei 4 °C 
für 5 min abzentrifugiert. Anschließend folgten zwei Waschschritte in jeweils 500 ml 
eiskaltem Wasser und einmal in 500 ml 10 %igem (v/v) Glycerol (eiskalt). Danach wurden 
die Zellen in 2 - 3 ml (Endvolumen) 10 % Glycerol (v/v) aufgenommen, wobei die Zelldichte 
mindestens 3 x 10
10
 Zellen/ml betragen sollte. Die Zellsuspension wurde in 50 µl-Aliquots bei 
-80 °C gelagert.
Transformation von E. coli durch Elektroporation
Die Elektroporation wurde für die Transformation von Plasmid-DNA und Ligationsansätzen 
angewandt. 
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Dazu wurden die elektrokompetenten E. coli Zellen auf Eis aufgetaut. Zu 50 µl 
Zellsuspension wurden 1 bis 5 µl gegen dH2O dialysierte DNA zugegeben und für ca. 1 min 
auf Eis belassen. Anschließend wurde die Suspension in eine eisgekühlte 
Elektroporationsküvette (Plattenabstand 0,2 cm, BIO-RAD) überführt und mit Hilfe des "Gene 
Pulser II" (BIO-RAD) ein Impuls unter den gegebenen Einstellungen (Spannung: 2,5 kV, 
Kapazität: 25 µF, Widerstand: 200 Ω.) ausgelöst. Die Entladungsdauer zwischen den 
Kondensatorplatten sollte 4,5 bis 5,0 ms betragen. Anschließend wurden die Zellen sofort in 
1 ml SOC Medium resuspendiert, in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefäß überführt und für 
1 h bei 37 °C inkubiert. Anschließend wurden die Zellen auf LB-Platten mit Ampicillin 
ausplattiert und bei 37 °C ü.N. kultiviert.
Material:
SOC Medium : 10 mM NaCl
2,5 mM KCl
10 mM MgCl2
10 mM MgSO4
20 mM Glucose
2 % (w/v) Trypton
0,5 % (w/v) Hefeextrakt
2.2.10.2. Transformation von S. cerevisiae nach Schiestl und Gietz (1989) (147)
Hefezellen wurden für eine effiziente Aufnahme applizierter Plasmid-DNA nach der PEG/Li-
Acetat Methode transformiert.
Herstellung kompetenter Hefezellen
Eine 50 ml Hauptkultur (nicht-selektives Medium) wurde mit 1 ml einer ü.N. Vorkultur 
inokuliert und bis zum Erreichen einer OD600 von 0,5 bei 30 °C unter Schütteln (200 rpm) 
kultiviert. Die Zellen wurden durch Zentrifugation (5.000 * g, 2 min, RT) sedimentiert, in 
50 ml dH2O gewaschen und nach erneuter Zentrifugation in 1 ml 10 % (v/v) Glycerin 
resuspendiert. 
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PEG/Li-Acetat Transformation kompetenter Hefezellen
Ein 50 µl Aliquot einer kompetenten Zellsuspension wurde für 3 min bei 5.000 * g und RT 
zentrifugiert. Die Zellen wurden nach Entfernen des Überstandes in 240 µl PEG 
aufgenommen. Nachfolgend wurden 36 µl LiAc, 25 µl Carrier-DNA und 50 µl Plasmid-DNA 
zugesetzt. Die Suspension wurde gemischt (1 min im Minishaker bei max. Leistung) und 
anschließend für 30 min bei 30 °C inkubiert. Nach erfolgtem Hitzeschock bei 42 °C für 
20 min wurden die Zellen pelletiert, in 200 µl sterilem dH2O aufgenommen und auf 
Selektivmedium ausplattiert.
Material:
PEG : 50 % (w/v) PEG 4000
LiAc : 1 M Li-Acetat, pH 6,8
Carrier-DNA : 2 mg/ml Heringssperma-DNA, bei 100 °C für 5 min denaturiert
Plasmid-DNA : 1-2 µg
2.2.11. Propidiumiodid (PI) Färbung von Hefezellen
Etwa 10
6
 Zellen wurden nach Zentrifugation für 5 min bei 3.000 * g in 1 ml 70 % (v/v) 
eiskaltem Ethanol resuspendiert und für mindestens 1 h bei –20 °C fixiert. Die Zellen wurden 
im Anschluss in 1 ml Färbelösung (50 µg PI, 0,2 mg RNase A) aufgenommen und für 30 min 
bei RT im Dunkeln inkubiert. Die Zellen wurden anschließend für die FACS-Analyse 
verwendet.
2.2.12. Isolation bakterieller Hüllproteine (SL-Proteine) von der Zelloberfläche von 
G. stearothermophilus
2.2.12.1. Präparation nativer SL-Assemblate nach Wahl et al. (2001) (180)
Alle Zentrifugationen erfolgten, soweit nicht anders beschrieben, bei 4 °C.
Für die Isolation nativer, authentischer SL-Assemblate wurden die Zellen einer ü.N. Kultur 
zunächst bei 10.000 * g für 3 min zentrifugiert und dreimal mit Tris-Puffer (4 °C) gewaschen. 
Das Zellnassgewicht sollte mindestens 10-12 g betragen, was in etwa einer 5-Liter-Kultur von 
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G. stearothermophilus, OD600 = 1 entspricht. Der Zellaufschluss erfolgte mechanisch mittels 
French-press in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren (1 mM AEBSF + Pi-Cocktail (ROCHE)) 
sowie DNase I (1 mM) und RNase A (1 mM). Dafür wurde das Zellpellet zunächst in 20 ml 
Tris-Puffer (4 °C) resuspendiert und mit Proteaseinhibitoren und Nukleasen versetzt. Der 
Zellaufschluss erfolgte bei einem Druck von 33.000 psi und einem Durchfluss von 2 ml/min. 
Das Eluat wurde einem zweiten French-press Durchlauf unter identischen Bedingungen 
unterzogen und anschließend bei 16.000 * g für 1 h zentrifugiert. Sedimentierte Biomasse 
wurde in Tris-Puffer mit 1 % (v/v) Triton X-100 resuspendiert und für 20 min bei RT unter 
leichtem Schütteln inkubiert, um Zellmembranen zu solubilisieren. Nach erneuter 
Zentrifugation bei 16.000 * g für 1 h erfolgte der Abbau der Zellwände (Murein) durch 
Inkubation der Pelletfraktion mit Lysozym (0,5 mg/ml in Tris-Puffer) für 6 h bei 30 °C unter 
leichtem Schütteln. Zellwandlose Sacculi wurden nachfolgend bei 20.000 * g für 1 h 
sedimentiert. Die obere weiße Schicht (SL-Fraktion) des resultierenden Pellets wurde nach 
Abnahme des Überstandes selektiv mit Tris-Puffer resuspendiert und so von dem darunter 
liegenden Sediment separiert.
2.2.12.2. Präparation authentischer SL-Proteine durch Gua-HCl Behandlung ganzer Zellen
Etwa 5 g der nach Zentrifugation einer ü.N. Kultur (10.000 * g, 3 min) erhaltenen Biomasse 
wurde nach dreimaligem Waschen in dH2O in dem 10fachen Pelletvolumen einer 5 M Gua-
HCl Lösung resuspendiert. Die reversible Denaturierung der SL-Proteine erfolgte für 20 min 
bei RT unter gelegentlichem Schütteln. Anschließend wurden Zellen bei 40.000 * g für 
30 min und 10 °C pelletiert und der SL-Monomer-haltige Überstand gegen 5 l dH2O ü.N. 
unter ständigem Rühren bei 4-8 °C dialysiert. Für die Dialyse wurden Schläuche mit einer 
Ausschlussgröße von 14.000 Da verwendet.
Material:
Tris-Puffer : 10 mM Tris-HCl, pH 7,5
Gua-HCl : 5 M Guanidin-HCl, gelöst in dH2O oder Tris-Puffer
Material & Methoden
50
2.2.13. Isolation heterolog synthetisierter SL-Proteine
2.2.13.1. SL-Präparation aus E. coli
Für die heterologe Expression von SL-Proteinen in E. coli wurde das pET-System verwendet. 
Eine mit rekombinantem pET-Vektor transformierte E. coli BL21(DE3) Kolonie wurde in 
5 ml LB-Amp ü.N. bei 30 °C im Schüttler inkubiert, anschließend zu 500 ml 30 °C warmem 
LB-Amp zugegeben und bis zu einer OD600 von 0,5-0,9 kultiviert. Durch Zugabe von IPTG 
erfolgte eine Inkubation der Kultur für weitere 6 h bis ü.N. Für den Zellaufschluss wurden die 
Zellen zunächst bei 10.000 * g für 10 min und 4 °C pelletiert, 2-3 x mit Tris-Puffer 
gewaschen und schließlich in 20 ml Tris-Puffer mit 10 mg Lysozym und 1 mM AEBSF 
resuspendiert. Die Hydrolyse des Mureins erfolgte für 1-2 h bei 30 °C unter leichtem 
Schütteln. Im Anschluss wurde die Suspension für 15 min auf Eis gelagert, Triton X-100 in 
einer Endkonzentration von 0,5 % (v/v) zugesetzt und nachfolgend in die French-press 
Apparatur überführt. Zellen wurden bei einem Druck von 20.000 psi und einer Durchflussrate 
von 1-2 ml/min aufgeschlossen. Im Eluat enthaltene Nukleinsäuren wurden durch Zugabe von 
DNase I und RNase A, gefolgt von einer 15 min Inkubation bei 30 °C unter leichtem 
Schütteln hydrolysiert. Nach einer Zentrifugation bei 12.000 * g für 30 min bei 4 °C wurde 
der Überstand verworfen, das Pellet 3 x mit jeweils 30 ml eiskaltem Tris-Puffer mit 1 mM 
AEBSF gewaschen und schließlich in 5 ml 5M Gua-HCl Lösung aufgenommen. Die 
reversible Denaturierung der SL-Assemblate erfolgte unter leichtem Schütteln für 20 min bei 
RT. SL-Monomere wurden von unlöslichen Zellbestandteilen durch Zentrifugation bei 40.000 
* g für 30 min bei 10 °C getrennt. Der daraus resultierende Überstand wurde schlussendlich 
gegen 2 x 5 l dH2O oder Tris-Puffer dialysiert. Die in vitro Rekristallisation der SL-
Monomere erfolgte ü.N. im Dialyseschlauch in einem Temperaturbereich zwischen 4-8 °C.
2.2.13.2. Präparation von SL-Assemblaten aus S. cerevisiae
Für die Isolation in vivo gebildeter SL-Assemblate aus dem Cytosol der Hefezellen wurden 
SL-Protein bildende S. cerevisiae-Kulturen zunächst auf glukosehaltigem Selektivmedium 
mit einer OD600 von 0,1 angeimpft, ü.N. kultiviert und anschließend bei 5.000 * g für 3 min 
bei RT zentrifugiert. Nach zweimaligem Waschen sedimentierter Hefezellen mit sterilem 
dH2O wurde das Zellnassgewicht (ZNG) bestimmt. Je 1 g Biomasse wurde in 2 ml Tris-
Puffer, versetzt mit 1 mM DTT, resuspendiert und 10 min bei 30 °C inkubiert. Nachfolgend 
wurden die Zellen in ca. 50 ml Sorbitol-Lösung gewaschen, erneut zentrifugiert und 
schließlich in einem Volumen an Sorbitol-Lösung aufgenommen, welches nach der Formel: 
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[ZNG/0,15 in ml] berechnet wurde. Für den enzymatischen Zellwandverdau wurden zu 
jeweils 1 g ZNG 2 mg Zymolyase-20T zugesetzt und für 1-2 h bei 30 °C inkubiert. 
Die Kontrolle der Protoplastierung erfolgte durch Beobachtung der osmotischen Lyse von 
etwa 10 µl Zellsuspension nach Zugabe von 100 µl dH2O unter dem Mikroskop. Im 
Anschluss an die Zymolyasebehandlung wurden protoplastierte Zellen bei 3.000 * g für 5 min 
bei 4 °C zentrifugiert und in Sorbitol-Lösung gewaschen. Der Aufschluss der Protoplasten 
erfolgte nach Zugabe des 10-fachen Pelletvolumens an dH2O mit 1mM AEBSF und Pi-
Cocktail (ROCHE) für 10 min auf Eis. SL-Assemblate konnten im Anschluss an die 
osmotische Lyse von löslichen Zellbestandteilen durch Zentrifugation bei 12.000 * g für 
30 min bei 10 °C separiert werden.
Material:
Tris-Puffer : 10 mM Tris-HCl, pH 7,2
Sorbitol-Lösung : 1,2 M Sorbitol, gelöst in Tris-Puffer, pH 7,2
2.2.13.3. Präparation der sekundären Zellwandpolymere (SCWP) von G. stearothermophilus
Für die Extraktion der SCWP wurden Zellen zunächst mechanisch aufgeschlossen, 
nachfolgend bei 14.000 * g zentrifugiert und das Pellet nach Entfernen des Überstandes 4 mal 
in dH2O gewaschen. Anschließend wurden die Hüllproteine der Zellfragmente durch 
Behandlung in 5 M Gua-HCl für 30 min bei RT und anschließende Zentrifugation bei 
40.000 * g für 30 min bei 10 °C entfernt. Die sedimentierten Zellwandfragmente wurden 
4 mal in dH2O gewaschen. Zur Inaktivierung von Autolysinen wurden die Peptidoglycan-
Sacculi in einer 1%igen (w/v) SDS-Lösung für 30 min bei 100 °C inkubiert. Nach Abkühlen 
und erneutem dreimaligem Waschen wurden die SCWP während einer Inkubation in 
48 % (v/v) HF für 96 h bei 4 °C aus den Zellwandfragmenten extrahiert. Nach Zentrifugation 
bei 40.000 * g wurde der Überstand vorsichtig abgenommen, in ein neues Gefäß überführt mit 
eiskaltem Ethanol überschichtet (Endkonzentration 70 % (v/v)). Die Präzipitation der SCWP 
erfolgte für 24 h bei –20 °C. Das nach Zentrifugation bei 40.000 * g und –10 °C erhaltene 
Pellet wurde nach zweimaligem Waschen mit eiskaltem Ethanol und Trocknung im 
Vakuumkonzentrator schließlich in dH2O resuspendiert.
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2.2.14. Präparation der Dialyseschläuche
Dialyseschläuche von 10-20 cm Länge wurden zunächst für 10 min in 2 % (w/v) Na2CO3, 
1 mM EDTA, pH 8,0 gekocht, anschließend in dH2O gewaschen und erneut in 1 mM EDTA, 
pH 8,0 für weitere 10 min gekocht. Die so behandelten Schläuche können bei 4 °C in 1 mM 
EDTA, pH 8,0 gelagert werden. Unmittelbar vor der Dialyse wurden die Dialysemembranen 
nochmals für 15 min in dH2O gewaschen.
2.2.15. Proteinreinigung unter denaturierenden Bedingungen
Aufgrund der Selbstassemblierungseigenschaften und der damit verbundenen Unlöslichkeit 
der SL-Proteine wurden die im Anschluss an die Isolation folgenden Aufreinigungsschritte 
unter denaturierenden Bedingungen durchgeführt. 
2.2.16. FPLC-Proteinreinigung
Für eine Aufreinigung der Proteine nach ihrem Molekulargewicht wurde eine SL-Protein 
enthaltende Fraktion zunächst mit 3 M Gua-HCl versetzt. Die Denaturierung der Proteine 
erfolgte für 20 min bei RT unter gelegentlichem Schütteln. Zur Abtrennung unlöslicher 
Bestandteile wurde die Suspension für 30 min bei 20.000 * g zentrifugiert. Im Anschluss 
wurden 500 µl des Überstandes auf eine Sephacryl S-300 Säule (Pharmacia Biotech) 
luftblasenfrei appliziert (Proteingehalt etwa 5 mg). Als Laufmittel für die 
Größenausschlusschromatographie wurde 3 M Gua-HCl, 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 verwendet. 
Die Flussrate betrug generell 0,5 ml/min. Eluate wurden in Fraktionen à 1 ml gesammelt. SL-
Protein enthaltende Fraktionen wurden im Anschluss ü.N. bei 8 °C gegen dH2O dialysiert.
2.2.17. Ni-NTA-Reinigung His-getaggter Proteine
Die hohe Affinität von Poly-Histidinpeptiden zu Ni
2+
 Ionen erlaubt die selektive 
Immobilisierung His-getaggter Proteine an einer Nickel-Matrix. Die Komplexbindung 
zwischen Ni-Ionen und dem Histidin-Peptid (eine Abfolge von mindestens 4 Histidinen) 
bleibt dabei selbst unter hohen Konzentrationen an chaotropen Salzen stabil (bis zu 6 M 
Guanidin-HCl, 8 M Harnstoff) (2).
Zur Aufreinigung der mit einem Dodeka-Histidinpeptid fusionierten SL-Proteine wurden 
präparierte SL-Protein enthaltende Fraktionen zunächst mit 3 M Guanidin-HCl, 10 mM Tris-
HCl, pH 8,0 versetzt. Die nach Zentrifugation bei 20.000 * g erhaltenen Überstände wurden 
anschließend mit Ni-NTA Sepharose (Qiagen) inkubiert. Eine Aufreinigung reversibel 
denaturierter Proteine erfolgte nach dem QIAexpressionist

 Protokoll der Firma Qiagen. Für 
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weiterführende Analysen wurden SL-Protein enthaltende Eluate ü.N. bei 8 °C gegen dH2O
dialysiert.
2.2.18. TCA-Proteinfällung
Zur Proteinlösung wurde Trichloressigsäure (TCA) in einer Konzentration von 10 % (v/v) 
zugesetzt, die Lösung danach für 1 h bei –20 °C inkubiert und anschließend für 30 min bei 
4 °C und 20.000 * g zentrifugiert. Der Überstand wurde verworfen, zu dem Pellet 500 µl 
80 % (v/v) eiskaltes Aceton zugegeben, erneut bei gleichen Bedingungen für 10 min 
zentrifugiert und wiederum der Überstand verworfen. Das Pellet wurde abschließend im 
Vakuumkonzentrator bei 45 °C getrocknet und danach in 1x SDS-Probenpuffer-Puffer (siehe 
2.2.20.) aufgenommen.
2.2.19. Konzentrationsbestimmung von Proteinen
Die Konzentrationsbestimmung von Proteinen erfolgte mit dem BIO-RAD DC-Protein Assay 
nach Angaben des Herstellers. Für die Kalibrierung wurde BSA verwendet.
2.2.20. Diskontinuierliche SDS-Polyacrylamid-Gelelektrophorese nach Laemmli (1970) (84)
Die Gelelektrophorese wurde in Mini-Elektrophoreseeinheiten (9,0 x 7,0 x 0,5 cm) der Firma 
Hoefer durchgeführt. Es wurden in der Regel Trenngele mit einer Konzentration von 7,5 % 
bzw. 12 % (w/v) Acrylamid und 4 %ige Sammelgele verwendet. Vor dem Auftragen wurden 
die Proteinproben (Probenvolumen ca. 10-15 µl; Proteinmenge 5-20 µg je Probe) mit 
6 x Probenpuffer versetzt (Endkonzentration 1 x) und für 5 min bei 100 °C hitzedenaturiert.
Die Elektrophorese der Proteine erfolgte bei 60-75 V (Sammelgel) bzw. 80-100 V im 
Trenngel (Stromstärke nicht höher als 20 mA) in 1x Laufpuffer. 
Material:
Acrylamidlösung (ROTH) :  30 % (w/v)
0,8 % (W/V)
Acrylamid 
Bisacrylamid 
APS-Lösung : 10 % (w/v) Ammoniumperoxodisulfat
4 x Trenngelpuffer : 1,5 M Tris/HCl, pH 8,8
4 x Sammelgelpuffer : 0,5 M Tris/HCl, pH 6,8
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SDS-Probenpuffer (6 x) : 350 mM 
10,28 % (w/v) 
36 % (v/v) 
600 mM 
5 % (v/v) 
0,012 % (w/v) 
Tris HCl pH 6,8
SDS
Glycerol
DTT oder
β-Mercaptoethanol
Bromphenolblau
5 x Laufpuffer : 15,1 g 
72 g
5 g
Tris base
Glycine
SDS
ad 1 l dH2O
Die Gele wurden wie folgt zusammenpipettiert:
Trenngel 12 % 7,5 %
Acrylamidlösung 4,0 ml 2,5 ml
Aqua dest. 3,3 ml 4,8 ml
Trenngelpuffer 2,5 ml 2,5 ml
10 % (w/v) SDS 100 µl 100 µl
10 % (w/v) APS 
(frisch)
100 µl 100 µl
TEMED 10 µl 10 µl
Gesamtvolumen 10 ml 10 ml
2.2.21. Färbung der Proteine im Polyacrylamid- (PAA-) Gel
Zur Visualisierung der Proteinbanden nach erfolgter elektrophoretischer Separation wurden 
die Gele entweder mit Coomassie

 Brillantblau G250 Färbelösung inkubiert oder Silber-
gefärbt.
Sammelgel 4 %
Acrylamidlösung 1,3 ml
Aqua dest. 6,1 ml
Sammelgelpuffer 2,5 ml
10 % (w/v) SDS 100 µl
10 % (w/v) APS 
(frisch)
100 µl
TEMED 10 µl
Gesamtvolumen 10 ml
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2.2.21.1. Coomassie

 Brillantblau -Färbung
Die Gele wurden für 30 min bis ü.N. in Färbelösung unter leichtem Schütteln (ca. 40 rpm) bei 
RT inkubiert und anschließend für 3 x 20 min in Entfärbelösung kontrastiert.
Material:
Coomassie

 Brillantblau G250-
Färbelösung
: 42 % (v/v)
17 % (v/v)
0,1 % (w/v) 
Methanol
Essigsäure
Coomassie

 Brillantblau G250
Entfärbelösung : 5 % (v/v)
5 % (v/v)
Methanol
Essigsäure
2.2.21.2. Färbung mit Silbernitrat
Alle nachfolgend angegebenen Wasch- bzw. Inkubationsschritte erfolgten bei RT unter 
leichtem Schütteln.
Nach erfolgter Elektrophorese wurden die Proteine im Gel zunächst für 60 min bis ü.N. 
fixiert. Anschließend wurden die Gele für 3 x 20 min gewaschen, gefolgt von einer 
Inkubation in Vorbehandlungslösung für 1 Minute. Nach dreimaligem Waschen in ddH2O für 
jeweils 20 Sekunden erfolgte eine Behandlung in Entwicklungslösung. Je nach Färbeintensität 
wurden die Gele nach 1-10 Min zweimal für je 2 Min mit ddH2O gewaschen und nachfolgend 
in Silbernitratlösung überführt. Die Silberimprägnierung wurde durch eine 10 minütige 
Inkubation in Stopplösung abgebrochen. Nach einem finalen Inkubationsschritt für 20 min in 
Waschlösung wurden die Gele bei 4 °C im Dunkeln in Waschlösung aufbewahrt oder 
getrocknet.
Material:
Fixierlösung : 500 ml
120 ml
0,5 ml
Methanol
Essigsäure
Formaldehyd (37 % (v/v))
ad 1 l ddH2O 
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Waschlösung : 50 % (v/v) Methanol
Vorbehandlungslösung (frisch) : 0,2 g Na2S2O3
ad 1 l ddH2O
Imprägnierlösung/
Silbernitratlösung
: 2 g
0,75 ml
AgNO3
Formaldehyd (37 % (v/v))
ad 1 l ddH2O
Entwickler : 60 g
0,5 ml
4 mg
Na2CO3
Formaldehyd (37 % (v/v))
Na2S2O3 * 5 H2O
ad 1 l ddH2O
Stopplösung : 500 ml
120 ml
Methanol
Essigsäure
ad 1 l ddH2O 
2.2.21.3. In gel Färbung Nickel-affiner Proteine mit Ni-Konjugaten
Der Nachweis Nickel-bindender Proteine erfolgte unmittelbar im Anschluss an die SDS-
PAGE unter Verwendung des "InVision

 His-tag In-gel Staining" Kits (INVITROGEN) nach 
Angaben des Herstellers.
2.2.21.4. Nachweis glykosylierter Proteine
Unter Verwendung des "Pro-Q R Emerald 300 Glycoprotein Gel and Blot Färbekits"
(P21857) der Firma Molecular Probes wurden mittels SDS-PAGE aufgetrennte Proteine auf 
das Vorhandensein O- oder N-glykosidisch verknüpfter Kohlenhydrate untersucht. Die 
Färbung erfolgte nach dem Herstellerprotokoll. Die Detektion der Gele erfolgte unter UV-
Licht (254 nm).
Ein Nachweis von Zuckerresten an Proteinen erfolgte des Weiteren durch Detektion von 
Glykokonjugaten in einem Enzym-Immunoassay. Hierbei wurde der "DIG Glycan Detection 
Kit" der Firma Roche verwendet. Die nach Separation in einer denaturierenden SDS-PAGE 
aufgetrennten Proteine wurden nach Elektrotransfer auf eine PVDF-Membran zunächst mit 
Meta-Periodat versetzt, wobei die OH-Gruppen der Kohlenhydrate oxidiert werden. In einem 
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nachfolgenden Schritt wurde DIG-markiertes Hydrazin zugesetzt, welches kovalent an die 
oxidierten OH-Gruppen bindet. Die Detektion von kohlenhydrathaltigen Proteinbanden 
erfolgte durch Alkalische-Phosphatase (AP)-markierte anti-DIG-Antikörper.
Die Durchführung erfolgte nach dem Protokoll des Herstellers.
2.2.21.5. Färbung von Phosphoproteinen
Der Nachweis phosphorylierter Proteine erfolgte durch Färbung der SDS-PAA Gele mit dem 
"Pro-Q

 Diamond Phosphoprotein-Kit" (P33301) der Firma Molecular Probes nach 
Herstellerangaben. Die Gele wurden mit einem Laserscanner bei Wellenlängen von 560 nm 
(Anregung) bzw. 590 nm (Emission) detektiert.
2.2.22. Western Blot (Semi-dry)
Nach erfolgter elektrophoretischer Separation wurden die Proteine mittels eines Semi-dry 
Blotters (BIOMETRA) auf eine PVDF-Membran (Hybond
TM
-P, Amersham) transferiert. Die 
Membran wurde dafür zunächst kurz in 100 % (v/v) Methanol gespült und anschließend für 
5 min in 1 x Transferpuffer äquilibriert. Die in entsprechender Größe zugeschnittenen 
Filterpapiere (GB 002, Schleicher & Schuell) wurden ebenfalls in 1 x Transferpuffer gelegt. 
Das Gel wurde bis zum Zusammenbau des Blots in Transferpuffer gelagert. Vier Lagen des 
puffergetränkten Filterpapiers wurden luftblasenfrei auf die Anodenplatte gelegt und die 
Membran darauf platziert. Über das danach aufgelegte PAA-Gel wurden luftblasenfrei vier 
weitere Lagen Filterpapier gelegt. Der Proteintransfer erfolgte für 1 h bei 25 V und 1,5 mA 
pro cm² Gelfläche (üblicherweise 60 mA).
2.2.23. Western Blot (Tank-blot)
Für einen effizienten Transfer hochmolekularer Proteinbanden wurde das Gel luftblasenfrei 
auf eine zuvor mit 100 % (v/v) Methanol-behandelte PVDF-Membran platziert. Auf das in 
1 x Transferpuffer äquilibrierte Gel und unter die Membran wurde je eine in 
1 x Transferpuffer getränkte Filterpapierlage gelegt und in die Tank-blot Apparatur (BioRad) 
eingespannt, wobei die Membranseite zum Pluspol zeigt. Anschließend wurde vorgekühlter 
1 x Transferpuffer bis zur Oberkante des Gels aufgefüllt. Der Transfer der Proteinbanden 
erfolgte bei 100 V (350 mA) für 30-45 min unter Kühlung.
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Material:
1 x Transferpuffer (1 l) : 200 ml 
200 ml 
5 x Laufpuffer (siehe 2.2.20.)
100 % (v/v) Methanol
ad 1 l dH2O
Immunologischer Nachweis
Nach dem Transfer der Proteine auf die Membran wurde diese in Blockierungslösung (5 % 
(w/v) Magermilchpulver in 1 x TBS/Tween) für 1 h bei RT oder ü.N. bei 4°C inkubiert. 
Anschließend wurde die Membran für 1 h mit dem primären Antikörper (Antikörper-
Verdünnung laut Hersteller in 1x TBS/Tween + 5 % (w/v) Magermilchpulver) bei RT 
inkubiert und danach 3x 10 min mit TBS/Tween gewaschen. Danach erfolgte eine Inkubation 
mit dem HRP-gekoppelten sekundären Antikörper für 30 min bei RT (Antikörper-
Verdünnung laut Hersteller in 1x TBS/Tween + 5 % (w/v) Magermilchpulver). Die Membran 
wurde erneut 3 x für 10 min in TBS/Tween gewaschen. 
Die Detektion wurde mit Hilfe des ECL
plus
-Systems
TM
 (GE Health Care) nach Angaben des 
Herstellers durchgeführt.
Material:
10 x TBS : 24,3 g 
80,1 g 
Tris/HCl pH 7,6
NaCl
ad 1 l dH2O
1 x TBS/Tween ( 1 l) : 100 ml 
1 ml 
10 x TBS
Tween 20 (0,1 % (v/v) Endkonzentration)
ad 1 l dH2O
Stripping und Reprobing der Membran
Die Membran wurde 30 min bei 50 °C unter leichtem Schütteln in Stripping-Puffer inkubiert 
und danach 4 x 5 min in 1 x TBS/Tween gewaschen. Die Inkubation der Membran erfolgte 
1 h bei RT oder ü.N. bei 4 °C in Blockierungslösung. Anschließend wurden, wie zuvor 
beschrieben, die Antikörperinkubation und Detektion der Membran durchgeführt.
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Material:
Stripping-Puffer : 62,5 mM 
2 % (w/v)
100 mM
Tris/HCl, pH 6,7
SDS
β-Mercaptoethanol (frisch zusetzen)
2.2.24. Silanisierung von Deckglasoberflächen
Die zu silanisierende Deckglasoberfläche wurde zunächst für 5 min in konz. HNO3-Lösung 
inkubiert. Wahlweise kann für die Reinigung der Deckgläser auch ein Gemisch aus 
2 Volumenanteilen H2SO4 und 1 Volumen H2O2 (30 % (v/v)) verwendet werden. 
Anschließend erfolgte eine Inkubation in 1 M NaOH-Lösung für 10 min, gefolgt von einem 
mehrfachen Spülen der Gläser mit ddH2O. 
Für die Erzeugung hydrophober Oberflächen wurden die so präparierten Deckgläser (Dicke: 
0,1 mm) nach einem Trocknungsschritt (5 min bei 100 °C) durch Inkubation in einer 
Methylsilan-Lösung ü.N. beschichtet und nachfolgend in Trichlorethan, Isopropanol und 
dH2O gewaschen. Abschließend erfolgte eine Trocknung bei 100 °C für wenigstens 24 h.
Material:
Methylsilan-Lösung : 3 ml 
15 ml
Chlortrimethylsilan 
Trichlorethan 1,1,1 
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III. Ergebnisse
3.1. Das SL-Protein SbsC
Auf Basis des erstmals von Jarosch et al. (2000) (72) charakterisierten S-Layers SbsC sollten 
durch Fusionen an den C-Terminus des reifen Proteins (SbsC(aa 31-1099)) rekombinante SL-
Assemblate heterolog in E. coli erzeugt werden. Für die Fusion mit dem SL-Protein wurde 
zum Einen das grün fluoreszierende Protein EGFP gewählt. Im Falle eines funktionellen SL-
EGFP Proteins gestattet dieses Konstrukt sowohl fluoreszenzmikroskopische Untersuchungen 
in vivo sowie in vitro erzeugter Assemblate als auch die immunologische Analyse unter 
Verwendung von anti-GFP-Antikörpern. Zum Anderen wurde für die Herstellung 
metallbindender S-Layer das Metallbindeprotein HspA sowie ein Histidinpeptid (12His) auf 
DNA-Ebene mit maturem SbsC fusioniert. Nach Aufklärung der Assemblatmorphologie der 
rekombinant erzeugten SL-Chimäre SbsC(aa 31-1099)-HspA und SbsC(aa 31-1099)-12His soll das 
Bindungsverhalten für die Metalle Nickel und Platin vergleichend zu nichtmodifiziertem 
SbsC untersucht werden.
Weiterhin sollte überprüft werden, inwieweit S. cerevisiae als eukaryontischer Organismus 
zur Herstellung funktioneller bakterieller S-Layer befähigt ist.
3.1.1. Authentisches SbsC
Hüllproteine des Stammes ATCC 12980 wurden durch Gua-HCl Behandlung (5 M Gua-HCl, 
pH 8,0) ganzer Zellen reversibel denaturiert und von der Zellwand entfernt. Die auf diese 
Weise erhaltenen SbsC-Monomere reassemblieren nach Dialyse gegen 50 mM Tris-HCl, 
pH 8,0 zu meist röhrenförmigen Assemblaten. 
Neben diesen von Jarosch et al. (2000, 2001) (71, 72) beschriebenen 
Renaturierungsbedingungen (Abb. 3.1.) können authentische, bei pH 8,0 isolierte SbsC-
Monomere auch in niedermolekularen Tris-Lösungen sowie in nicht-gepufferten 
Salzlösungen (10 mM MgCl2, 10 mM CaCl2 oder physiologische Kochsalzlösung) in einem 
pH-Bereich von 5,0 bis 9,0 zu symmetrisch strukturierten Assemblaten homomerisieren 
(Abb. 3.2.). Ferner werden röhrenförmige Assemblate mit einem Durchmesser von ca. 
100 nm und einer mittleren Länge von etwa 1-3 µm bei Dialyse Gua-HCl solubilisierter 
SbsC-Proteine gegen dH2O und gegen 50 % (v/v) Ethanol erzeugt (Abb. 3.4.).
Neben der dominanten Präsenz der "Nanotubes", die eine Schichtdicke von etwa 5-6 nm 
aufweisen, sind insbesondere nach Dialyse der unter sauren Bedingungen (5 M Gua-HCl, 
pH 4,0) präparierten Hüllproteine vereinzelt auch flächige, 2-3 nm dicke Assemblate 
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erkennbar (Abb. 3.3.). Bereits nach einer Dialysedauer von 2 h sind Strukturen nachweisbar, 
die auf eine beginnende Assemblierung der SL-Proteine zurückzuführen sein könnten 
(Abb. 3.5.). Charakteristische Nanoröhren treten erst nach einer Dialysezeit von mehr als 4 h 
auf.
Abb. 3.1. TEM Aufnahmen in vitro reassemblierter Hüllproteine des 
Stammes G. stearothermophilus ATCC 12980
SbsC-angereicherte Proteinfraktionen wurden für 3 min in einer 
Ammonium-Molybdatlösung (3 % (w/v), pH 7,5) inkubiert und 
anschließend bei einer Spannung von 15,5 kV 
elektronenmikroskopisch analysiert.
Matures SbsC reassembliert nach Dialyse der Monomerlösung in 50 
mM Tris-HCl, pH 7,5 (A) bzw. 0,5 mM Tris-HCl, pH 7,5 (B) zu 
regelmäßig strukturierten Nanoröhren mit einem Durchmesser 
zwischen 70-100 nm. Das Insert in A zeigt einen vergrößerten 
Ausschnitt zylindrischer Strukturen mit erkennbarer Symmetrie.
Kantenlänge des Inserts in A = 350 nm
1,6 µm 1,6 µm
A) B)
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Abb. 3.2. AFM- und REM-Analyse in vitro reassemblierter Hüllproteine des 
Stammes G. stearothermophilus ATCC 12980: Einfluss des pH-
Wertes während der Dialyse
SL-Proteine wurden durch Behandlung ganzer Zellen mit 5 M Gua-
HCl Lösung, pH 8,0 in monomerer Form isoliert. Die 
Reassemblierung erfolgte ü.N. bei 8 °C in einer Dialyse gegen das 
1.000fache Volumen an 0,5 mM Tris, pH 9,0 (A); 10 mM NaCl-HCl, 
pH 5,0 (B); 10 mM NaCl, pH 7,0 (C). 
Bei allen drei pH-Werten entstehen röhrenförmige Assemblate, selten 
sind relaxierte, zylindrische Formen zu erkennen (* in A). 
A, B … AFM-Aufnahmen; C … REM-Aufnahme
Kantenlänge in A = 5,4 µm, in B 10 µm; Balken in C = 2 µm
Kantenlänge des Inserts in B = 600 nm
Abb. 3.3. AFM- und REM-Analyse in vitro reassemblierter Hüllproteine des 
Stammes G. stearothermophilus ATCC 12980: Renaturierung der 
unter sauren Bedingungen (pH 4,0) isolierten authentischen SL-
Proteine
*
B)
C)
A)
A) B)
C)
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Die Reassemblierung der sauren SbsC-Monomerlösung erfolgte ü.N. 
bei 8 °C in einer Dialyse gegen das 1.000fache Volumen an dH2O 
(A); 10 mM CaCl2, pH 7,0 (B); 10 mM MgCl2, pH 7,0 (C). 
Neben der charakteristischen Röhrenbildung ist die Ausbildung 
flächiger Assemblate zu beobachten. Ein Einfluss zweiwertiger 
Metallionen auf die Morphologie der Assemblate ist nicht erkennbar. 
A und B … AFM-Aufnahmen; C … REM-Aufnahme.
Kantenlängen in A und B je 4 µm; Balken in C = 1 µm
Kantenlänge des Inserts in B = 750 nm
Abb. 3.4. REM-Analyse in vitro reassemblierter Hüllproteine des Stammes 
G. stearothermophilus ATCC 12980: Renaturierung in dH2O und 
Ethanol
Die Reassemblierung der SbsC-Monomerlösung erfolgte ü.N. bei 8 °C 
während der Dialyse gegen das 1.000fache Volumen an dH2O (A); 
20 % (v/v) Ethanol (B); 50 % (v/v) Ethanol (C). 
Unter den getesteten Bedingungen assemblieren SbsC-Proteine 
präferenziell zu Röhrenstrukturen, seltener findet man relaxierte 
Assemblatformen (*).
Balken in A, B je 2 µm, in C = 1 µm
A) B) C)
*
*
*
*
* *
*
*
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Abb. 3.5. Ausbildung von flächigen SbsC-Assemblaten nach partieller 
Dialyse
Nach jeweils 2 h (A) und 4 h (B) Inkubation der Monomerlösung 
(5 ml) in 5 l 10 mM CaCl2, pH 7,0 als Dialysepuffer wurden Proben 
hinsichtlich der Ausbildung von Assemblaten bei abnehmender Gua-
HCl-Konzentration untersucht.
Nach zweistündiger Dialyse zeigen die für die AFM-Analyse 
verwendeten Siliziumträger eine fast vollständige Bedeckung mit 
kristallinen Strukturen. Nach einer Dialysedauer von 4 h sind 
vorzugsweise flächige Strukturen zu beobachten. Gleiche Effekte 
wurden in den untersuchten Zeitintervallen nach Dialyse gegen dH2O 
beobachtet. 
Kantenlänge in A = 4 µm, in B = 10 µm
In einer denaturierenden SDS-PAGE migriert authentisches SbsC als singuläre Bande in dem 
berechneten Molekulargewichtsbereich von 112 kDa (Abb. 3.6. A). Werden geringe Mengen 
(< 100 ng) des Proteins in einem 7,5 %igem SDS-PAA-Gel elektrophoretisch separiert, so 
können zwei distinkte Banden vergleichbarer Intensität und Größe beobachtet werden 
(Abb. 3.6. B).
A) B)
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Abb. 3.6. Laufverhalten von maturem SbsC in einer denaturierenden SDS-
PAGE
3 µg (A) bzw. 50 ng (B) der aus G. stearothermophilus ATCC 12980 
isolierten SL-Fraktion wurden in einem 7,5 %igem PAA-Gel 
separiert. Während nach der Proteinfärbung mit Coomassie-Blau im 
Bereich von 112 kDa eine singuläre Bande zu erkennen ist (A), führt 
die sensitive Silberimprägnierung der Proteine zur Detektion zweier 
Signale mit vergleichbarer Molekülgröße (B).
Graue Pfeile kennzeichnen die nach Silberfärbung erscheinende 
Doppelbande im Bereich oberhalb von 100 kDa.
3.1.1.1. Nachweis posttranslationaler Modifikationen
Das Laufverhalten von maturem SbsC in der SDS-PAGE in einem für das Protein 
berechneten Molekulargewichtsbereich gibt keinerlei Hinweise auf eventuelle 
Glykosylierungen. Empirische Beobachtungen einzelner, unter Langzeit-Laborbedingungen 
gehaltener ATCC 12980 Kulturen offenbarten jedoch ein spontanes Auftreten glykosylierter 
SbsC-Varianten (44).
Färbenachweis von Glykoproteinen
Unter Verwendung eines Glukosidase-Aktivitätsnachweises ("Pro-Q

 Emerald 300 
Glycoprotein Gel and Blot stain kit", Molecular Probes) wurde authentisches SbsC auf das 
Vorhandensein von Kohlenhydratresten untersucht (Abb. 3.7.).
Das Ergebnis der Untersuchungen zeigt, dass die durch Gua-HCl Behandlung ganzer Zellen 
isolierten Hüllproteine des Stammes ATCC 12980 keine nachweisbare Glukosidase-Reaktion 
SbsC         M                   MW [kDa]
245 
123
77 
42 
245 
123
77 
42 
30
M         SbsC       
A) B)
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im SDS-PAA Gel hervorrufen. Für den Nachweis wurden jeweils 10 µg einer zuvor mittels 
SDS-PAGE und Coomassie-Blaufärbung analysierten SbsC-Proteinfraktion verwendet 
(Abb. 3.6.). Während an glykosylierten Proteinen des "Candy Cane
TM
" Größenstandards 
(Molecular Probes) positive Nachweisreaktionen erfolgten, zeigten authentisches SbsC sowie 
das im Weiteren vorgestellte, in E. coli synthetisierte SbsC(aa 31-1099)-Protein keine 
Glykoprotein-spezifische Färbung. Heterolog gebildetes SbsC-Protein wurde hierbei als 
Negativkontrolle eingesetzt, da E. coli nicht zur Addition von Kohlenhydraten an Proteine 
befähigt ist (11).
Abb. 3.7. In gel Nachweis glykosylierter Proteine
Kohlenhydratseitenketten sowohl O- als auch N-glykosylierter 
Proteine wurden durch enzymkatalysierte Hydrolyse entfernt. Die 
lokal an immobilisierten Glykoproteinen auftretende 
Glukosidaseaktivität kann durch einen spezifischen Färbenachweis 
und Detektion unter UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht werden. 
Glykosylierte Proteine im Proteinstandard dienen als Positivkontrolle.
1 … 10 µg renaturierte SbsC-Proteinfraktion
2 … 10 µg renaturierte SbsC-Proteinfraktion, synthetisiert in 
E. coli BL21(DE3) (Negativkontrolle)
M … Proteinstandard Candy Cane
TM
 Glycoprotein Molecular Weight 
Standard
245 
82
MW [kDa] M       1       2
42
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Färbenachweis von Phosphoproteinen 
Aus Untersuchungen von Jarosch et al. (2000) (72) geht hervor, dass matures SbsC in einer 
SDS-PAGE bei einem um 8 % höheren Molekulargewicht als berechnet migriert. 
So können neben der Anknüpfung von Zuckern auch Phosphatreste das Laufverhalten von 
Proteinen in einer denaturierenden PAGE beeinflussen, jedoch sind fehlende Abweichungen 
von dem berechneten Molekulargewicht kein Indiz für unphosphorylierte Proteine. 
Der Nachweis eventueller Phosphorylierungen an authentischem SbsC erfolgte unter 
Verwendung eines Phosphatgruppen-spezifischen in gel Färbenachweises. Die Ergebnisse der 
Färbung sind in Abb. 3.8. dargestellt. Hierbei wurde neben authentischem SbsC auch das 
rekombinant in E. coli erzeugte SbsC-Protein (siehe 3.1.2.1.) sowie das in Abschnitt 3.3. 
vorgestellte S13240-Protein auf das Vorhandensein von Phosphatresten untersucht. An dieser 
Stelle soll zunächst auf das SbsC-Protein näher eingegangen werden.
Anhand der Färbung ist zu erkennen, dass Ovalbumin, ein Protein mit einem 
Molekulargewicht von 29 kDa, bereits in einer Konzentration von 500 ng (Abb. 3.8. Spur 4) 
als Phosphoprotein nachweisbar ist. Neben diesem, als Positivkontrolle eingesetzten Protein, 
(siehe auch Spuren 8 und 9) waren in den SL-Präparaten trotz einer 10-40fach höheren 
Proteinkonzentration keine Signale nachweisbar. Der fehlende Phosphatgruppen-spezifische 
Nachweis bei authentischen als auch heterolog erzeugten SL-Proteinen weist demnach auf 
unphosphorylierte Proteine hin.
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Abb. 3.8. In gel Nachweis phosphorylierter Proteine
Nach Separation der Proteine SL-haltiger Suspensionen (je 20 µg 
Protein) in einem 7,5 %igem SDS-PAA-Gel wurden 
Phosphoproteinbanden für 3 h im Dunkeln spezifisch gefärbt. Die 
Detektion erfolgte unter Verwendung eines Laserscanners bei einer 
Anregung von 450 nm und einer Emission von 520 nm. Als 
Positivkontrolle wurde Ovalbumin (4, 8, 9) eingesetzt.
Die in B gezeigte Detektion lässt nur bei Ovalbumin positive Signale 
erkennen. Das Gel wurde nach erfolgter Detektion mit Coomassie-
Blau gefärbt (A).
1 … authentisches SbsC, isoliert durch reversibles Denaturieren
2 … SbsC(aa 31-1099), isoliert aus E. coli BL21(DE3) 
3 … nativ isoliertes authentisches SbsC
4 … 500 ng Ovalbumin
5 … authentisches S13240, isoliert durch reversibles Denaturieren
6 … S13240(aa 1-1069), isoliert aus E. coli BL21(DE3)
7 … nativ isoliertes authentisches S13240
8 … 1 µg Ovalbumin
9 … 2 µg Ovalbumin
M … Molekulargewichtsstandard
245 
123
77 
42 
30
25,4
MW [kDa]    M     1      2       3     4       5       6       7       8      9
A)
B)
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3.1.2. Gerichtete Mutagenese des sbsC-Gens und dessen heterologe Expression in E. coli
Da Deletionen bzw. Insertionen im Bereich der C-terminalen 179 aa des SbsC-Proteins nicht 
mit Veränderungen der physikochemischen Natur der SL-Assemblate korrelieren (72), 
erfolgte die gerichtete Mutagenese durch Fusion am C-Terminus des maturen SbsC Proteins.
Die für die Expression in E. coli kreierten Konstrukte sind in Abb. 3.9. schematisch 
dargestellt.
Abb. 3.9. Schematische Darstellung heterolog in E. coli synthetisierter 
SbsC-Fusionsproteine
Die für die abgebildeten Fusionsproteine kodierenden Leseraster 
wurden in den pET17b Vektor kloniert, sbsC(aa 31-1099) wurde in die 
MCS des pET3a Vektors integriert. Die heterologe Expression 
erfolgte in E. coli BL21(DE3).
EGFP … enhanced green fluorescent protein; 239 aa, 27 kDa
HspA … heat shock protein A aus Helicobacter pylori; 118 aa, 
13 kDa
12His … Histidin-Dodekapeptid; 12 aa, 1,7 kDa
3.1.2.1. Matures SbsC
Der für das SbsC(aa 31-1099) Protein kodierende Leserahmen wurde mit den Primern 
matSbsCforNde und SbsCrevBam sowie genomischer DNA des Stammes 
G. stearothermophilus ATCC 12980 amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen NdeI 
und BamHI in die MCS des Expressionsvektors pET3a integriert. Das aus der Klonierung 
resultierende Plasmid wurde nach der Sequenzierung des integrierten Leserasters für die 
Expression des SL-Proteins in E. coli BL21(DE3) verwendet. Die Induktion der Transkription 
des sbsC-Gens erfolgt sekundär durch Applikation von 0,1-1 mM IPTG zu einer exponentiell 
wachsenden E. coli Kultur. 
SbsC (aa 31-1099) EGFP
SbsC (aa 31-1099) HspA
SbsC (aa 31-1099)
12
His
SbsC (aa 31-1099)
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Im Anschluss an eine 16-stündige Kultivierung bei 30 °C nach der Zugabe von IPTG wurden 
die Zellen mechanisch aufgeschlossen. In der in Abb. 3.10. (A) gezeigten SDS-PAGE 
Analyse von 20 µg des Lysates ist das Ergebnis der Überexpression des T7-RNA-
Polymerease kontrollierten SbsC(aa 31-1099) Proteins dargestellt. Die im E. coli Lysat in einem 
Molekulargewichtsbereich von 112 kDa auftretende dominante Proteinbande migriert auf 
Höhe des authentischen SbsC. In den mit pET3a transformierten E. coli Zellen ist kein 
vergleichbares Signal nachweisbar. Die mechanisch aufgeschlossenen Zellen der sbsC(aa 31-
1099) exprimierenden Kultur wurden bei 12.000 * g zentrifugiert. Eine SDS-PAGE der daraus 
resultierenden Pelletfraktion und des Überstandes ist in Abb. 3.10. (B) gezeigt. Dabei ist das 
durch das sbsC(aa 31-1099) Gen kodierte Protein überwiegend in der Pelletfraktion präsent.
Abb. 3.10. Synthese des maturen SbsC Proteins in E. coli
A) Analyse des Zelllysates von sbsC
(aa 31-1099)
 exprimierenden E. coli
BL21(DE3) Zellen 16 h nach IPTG-Zusatz. Nach Separation in einem 
10 %igen SDS-PAA Gel wurden die Proteine mit Coomassie-Blau 
angefärbt. Die im Lysat der SL-produzierenden Kultur (2) auftretende 
abundante Proteinbande migriert bei ca. 110 kDa. Ein Protein in 
vergleichbarer Größe kann in pET3a Transformanden nach 
Kultivierung in Anwesenheit von IPTG nicht nachgewiesen werden 
(1).
Nach Zentrifugation dieses Lysates bei 12.000 * g ist SbsC
(aa 31-1099)
 in 
der Pelletfraktion angereichert (B; 7,5 %iges PAA-Gel). Die erhaltene 
Pelletfraktion wurde nach dreimaligem Waschen in 10 ml dH
2
O  
resuspendiert (Proteinkonzentration: 30 µg/µl). Das Volumen des 
Überstandes betrug 20 ml (Proteinkonzentration: 2 µg/µl). 
1 … Zelllysat aus E. coli, transformiert mit pET3a (10 µg)
MW [kDa]    M     1             2               3                 M       ÜS      P
A)
245 
123
77 
42 
30
25,4
B)
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2 … Zelllysat aus E. coli, transformiert mit pET3a-sbsC
(aa 31-1099)
(20 µg)
3 …  authentisches SbsC (20 µg)
ÜS … Überstand nach Zentrifugation (5 µg)
P … 12.000 * g Pellet, resuspendiert in dH
2
O (10 µg)
M … Molekulargewichtsstandard
Das in der unlöslichen Fraktion enthaltene, abundant vorkommende, SbsC(aa 31-1099)-Protein 
konnte nach reversibler Denaturierung durch Gua-HCl Behandlung solubilisiert und nach 
Zentrifugation bei 40.000 * g im Überstand angereichert werden. Die Dialyse der SL-
Monomerlösung führte zum Erhalt in vitro generierter SbsC-Assemblate. Durch eine 
anschließende Aufreinigung in einer denaturierenden Größenausschlusschromatographie 
(FPLC) konnte SbsC in reiner Form dargestellt werden (Abb. 3.11.). Das in dieser 
Darstellung gezeigte Elutionsprofil ist mit Ausnahme des SbsC-repräsentierenden Peaks mit 
dem einer pET17b transformierten E. coli-Kultur identisch. Der bei einem Elutionsvolumen 
<40 ml auftretende Peak repräsentiert höhermolekulare Proteine bzw. Proteinaggregate, die 
unter den gegebenen Bedingungen nicht separiert werden konnten (Prof. van Pée, TU 
Dresden, persönliche Mitteilung). Innerhalb der diesen Peak (F29-F37) repräsentierenden 
Elutionsfraktionen ließen sich nach der Dialyse gegen dH2O keine selbstassemblierenden 
Proteine nachweisen.
Auffällig ist wiederum das Auftreten einer Doppelbande nach SDS-PAGE SbsC(aa 31-1099)
enthaltender FPLC-Fraktionen im Bereich von etwa 110-115 kDa. Diese wurde bereits in 
einer vergleichenden Aufreinigung von authentischem SbsC (siehe Abb. 3.6.) nachgewiesen. 
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Abb. 3.11. FPLC der SbsC-Proteinfraktionen aus E. coli und 
G. stearothermophilus ATCC 12980
A) Jeweils 5 mg der SL-Isolate aus E. coli BL21(DE3) und 
G. stearothermophilus ATCC 12980 wurden in 3 M Gua-HCl 
solubilisiert. Die Proteine wurden in einer Sephacrylmatrix nach 
ihrem Molekulargewicht getrennt. Als Laufmittel wurde 3 M Gua-
HCl, pH 7,5 verwendet. Der Lauf erfolgte mit einer Flussrate von 
0,5 ml/min.
Der Pfeil im Elutionsdiagramm kennzeichnet den durch matures SbsC 
hervorgerufenen Peak. Die Elution der SbsC-Monomere beginnt nach 
etwa 38 ml (F38). 
B) SbsC enthaltende Proteinfraktionen (F38-F50) wurden gegen 
dH2O dialysiert. Anschließend wurden jeweils 10 µl der renaturierten 
Proteinsuspension in einer SDS-PAGE (PAA-
Konzentration: 7,5 % (w/v)) aufgetrennt. Proteinbanden wurden durch 
SbsC-Isolat aus E. coli
SbsC-Isolat aus G. stearothermophilus
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Silberimprägnierung visualisiert (hier am Beispiel von heterolog 
gebildetem SbsC).
(F) … Elutionsfraktion à 1 ml (die Zahl gibt das Elutionsvolumen an, 
nach welchem die jeweilige Fraktion entnommen wurde)
M … Molekulargewichtsstandard
Renaturierte SbsC-enthaltende Proteinfraktionen wurden des Weiteren 
elektronenmikroskopisch untersucht. TEM Analysen ergaben, dass aufgereinigtes SbsC(aa 31-
1099) Röhren mit regelmäßiger Struktur und einem Durchmesser von 70-100 nm bildet. Ein 
Unterschied zwischen authentischem und heterolog produziertem Protein war nicht zu 
erkennen.
Eine vergleichende REM-Analyse von FPLC-gereinigten SbsC-Proben und renaturiertem, 
SL-Protein enthaltendem E. coli-Lysat ließ ebenfalls keine Unterschiede in der Morphologie 
der Nanoröhren erkennen.
In einer vergleichenden mikroskopischen Untersuchung der FPLC-gereinigten SbsC-Proteine 
sowie der nicht gereinigten Hüllprotein-Präparate aus G. stearothermophilus ATCC 12980 
wurde beobachtet, dass in den FPLC-gereinigten Proben neben der Ausbildung zylindrischer 
Strukturen keine flächigen Assemblate und keine relaxierten Röhren nachweisbar sind, wenn 
diese zuvor unter sauren Bedingungen denaturiert wurden. Innerhalb des bei einem 
Elutionsvolumen zwischen 30-40 ml auftretenden Peaks konnten keine selbstassemblierenden 
Proteine gefunden werden.
3.1.2.2. SbsC(aa 31-1099)-EGFP
Für die Überexpression eines grün fluoreszierenden SL-Proteins wurde der für das mature 
SbsC-Protein kodierende ORF nach Amplifikation mit den Primern matSbsCforNde und 
SbsC_o.Term_revXho zunächst ohne Stopcodon in den Vektor pET17b integriert. Über die 
XhoI und Bpu1102I Schnittstellen wurde anschließend der vollständige EGFP-Leserahmen in 
frame mit sbsC fusioniert. Die Klonierung einer durch overlap-extension PCR generierten 
SbsC(aa 31-1099)-EGFP kodierenden DNA gelang in mehreren Versuchen nicht.
Das resultierende Fusionskonstrukt kodiert für ein 1311 aa umfassendes chimäres Protein mit 
einem theoretischen Molekulargewicht von 139,7 kDa, wobei eine durch die XhoI-
Restriktionsschnittstelle des Vektors kodierte Leu-Glu-Sequenz die Primärstrukturen von 
maturem SbsC und EGFP trennt. 
Aggregation in vivo: Anreicherung des SL-EGFP Fusionsproteins im Cytosol von E. coli
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Bereits 1 h nach IPTG-Zusatz zu einer mit dem Plasmid pET17b-SbsC(aa 31-1099)-EGFP
transformierten E. coli BL21(DE3) Kultur konnte das Auftreten intensiv grün 
fluoreszierender Zellen beobachtet werden. Nach dem Zellaufschluss und anschließender 
Zentrifugation wurden Proteine der Pelletfraktion und des Überstandes in einer SDS-PAGE 
separiert. Nach Coomassie-Blaufärbung des Gels ist in der Pelletfraktion ein abundantes 
Signal im Bereich von 140 kDa nachweisbar (Abb. 3.12. A). 
Wie matures SbsC kann SbsC(aa 31-1099)-EGFP durch Gua-HCl-Behandlung aus der 
Pelletfraktion extrahiert und nachfolgend in einer Dialyse gegen dH2O renaturiert werden. Die 
im Anschluss an die Dialyse erhaltenen unlöslichen Proteine wurden durch Zentrifugation bei 
12.000 * g sedimentiert und mit anti-GFP-Antikörpern immunologisch in einem Westernblot 
analysiert. Eine intensive Nachweisreaktion erfolgte dabei im Bereich von 140 kDa, was dem 
berechneten Molekulargewicht des Fusionsproteins entspricht. Neben diesem dominanten 
Signal treten des Weiteren mehrere Signale mit geringerem Molekulargewicht auf, die einen 
(N-terminalen) Abbau des Fusionsproteins vermuten lassen oder das Ergebnis alternativer 
Translationsstartpunkte innerhalb der sbsC-mRNA repräsentieren könnten (Abb. 3.12. B).
Abb. 3.12. Synthese des SbsC(aa 31-1099)-EGFP Fusionsproteins in E. coli
A) Proteinanalyse des Zelllysates von SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
exprimierenden E. coli BL21(DE3) Zellen 12 h nach IPTG-Zusatz. 
Nach Zentrifugation des Lysates bei 12.000 * g wurden jeweils 10 µg 
der erhaltenen Pelletfraktion (P) und des Überstandes (ÜS) in einer 
SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Blaufärbung analysiert. 
Das dominante Protein der Pelletfraktion ist größer als 123 kDa und 
kann dem SL-Fusionsprotein zugeordnet werden (140 kDa). 
MW [kDa]    M     ÜS        P               MW [kDa]          1                        2
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Das Pellet wurde zuvor in 10 ml dH2O resuspendiert 
(Proteinkonzentration: 35 µg/µl), das Volumen des Überstandes 
betrug 20 ml (Proteinkonzentration: 4 µg/µl). 
B) Westernblot von 5 µg (1) bzw. 20 µg Protein (2) der renaturierten 
Pelletfraktion aus A. 
Anti-GFP affine Proteine konnten in pET17b Transformanden nach 
Kultivierung in Anwesenheit von IPTG nicht nachgewiesen werden. 
Der graue Pfeil markiert das Fusionsprotein. Die unterhalb der 
30 kDa-Markierung auftretende Bande repräsentiert freies EGFP 
(27 kDa). Im Bereich zwischen 130 kDa und 30 kDa detektierte 
Banden (*) in (2) repräsentieren vermutlich Degradationsprodukte des 
Fusionsproteins.
M … Molekulargewichtsstandard
Die Ergebnisse der immunologischen Analyse SbsC(aa 31-1099)-EGFP exprimierender E. coli
Kulturen zu verschiedenen Zeiten nach der Induktion der SL-Synthese zeigen, dass das 
140 kDa große Fusionsprotein bereits 1 h nach IPTG Zusatz dominant in der Pelletfraktion 
präsent ist (Abb. 3.13.). Ferner können zu diesem Zeitpunkt auch niedermolekulare Banden 
mit anti-GFP-Antikörpern detektiert werden. Eine Reaktion des Antikörpers mit E. coli
Proteinen des Zelllysates der nicht-induzierten Kultur war nicht zu beobachten. Darüber 
hinaus können Kreuzreaktion der anti-GFP-Antikörper mit E. coli Proteinen aufgrund 
fehlender Signale in der pET17b-Kultur ausgeschlossen werden.
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Abb. 3.13. Zeitabhängige Synthese von SbsC(aa 31-1099)-EGFP in E. coli
Von einer sbsC(aa 31-1099)-EGFP exprimierenden E. coli BL21(DE3) 
Kultur wurden 1 h, 2 h und 4 h nach Zusatz von 0,5 mM IPTG jeweils 
gleiche Zellmengen entnommen und mechanisch aufgeschlossen. Je 
10 µg der nach Zentrifugation des Lysates bei 12.000 * g erhaltenen 
Überstands- (ÜS) und Pelletfraktionen (P) wurden in einem 
Westernblot unter Verwendung von anti-GFP-Antikörpern untersucht. 
Das Fusionsprotein (140 kDa) kann bereits nach 1 h in der unlöslichen 
Fraktion nachgewiesen werden. Das Pellet wurde zuvor in 5 ml dH2O 
(Proteinkonzentration: 20 µg/µl) resuspendiert. Das Volumen des 
Überstandes betrug ebenfalls 5 ml (Proteinkonzentration: 5 µg/µl). 
Eine vor der Induktion genommene Probe (0 h) zeigt keine Signale im 
Westernblot. Zur Separation der Proteine wurde ein 10 % (v/v) PAA-
Gel verwendet. 
Der graue Pfeil markiert das Fusionsprotein. Signale im Bereich 
zwischen 130 kDa und 30 kDa treten bereits nach einer einstündigen 
Expression auf.
Assemblierung des SL-EGFP Fusionsproteins in vitro (1): Assemblierung in Lösung
Aus SbsC(aa 31-1099)-EGFP enthaltendem E. coli Lysat konnten nach einer FPLC-Reinigung 
hochreine SL-Proteinfraktionen präpariert werden, die in einer Westernblotanalyse mit anti-
GFP-Antikörpern untersucht wurden (Abb. 3.14.). Hierbei ist zu erkennen, dass in den FPLC-
Elutionsfraktionen F38 bis F43 neben dem SL-Fusionsprotein repräsentierenden Signal keine 
niedermolekularen Banden erkennbar sind. Eine Silberimprägnierung der in der SDS-PAGE 
aufgetrennten Proteine SL-enthaltender Fraktionen zeigt, analog zu maturem SbsC aus E. coli, 
              ÜS     P    ÜS      P      ÜS      P      ÜS       P
           0 h            1 h              2 h               4 hMW [kDa] 
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zwei hochmolekulare Proteinbanden vergleichbarer Intensität im Bereich des für SbsC(aa 31-
1099)-EGFP berechneten Molekulargewichts (Abb. 3.14. B).
Abb. 3.14. FPLC der mit SbsC(aa 31-1099)-EGFP angereicherten 
Proteinfraktion aus E. coli
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A) 4 mg der SL-Isolate aus E. coli BL21(DE3) wurden in 3 M Gua-
HCl solubilisiert. Vergleichend sind hier die Elutionsdiagramme von 
heterolog synthetisiertem, maturem SbsC und SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
dargestellt. Proteine wurden in einer Sephacrylmatrix nach ihrem 
Molekulargewicht getrennt. Als Laufmittel wurde 3 M Gua-HCl, 
pH 7,5 verwendet. Der Lauf erfolgte mit einer Flussrate von 
0,5 ml/min.
Die Pfeile im Elutionsdiagramm kennzeichnen SL-Protein spezifische 
Peaks. Der Elution des 140 kDa großen SL-Fusionsproteins folgt die 
verzögerte Elution der SbsC-Monomere aufgrund des geringeren 
Molekulargewichtes von 112 kDa. 
B) Westernblotanalyse der SbsC(aa 31-1099)-EGFP FPLC-Fraktionen. 
Die anhand des Elutionsdiagrammes ausgewählten Proteinfraktionen 
(F38-F51) wurden gegen dH2O dialysiert. Anschließend wurden 
jeweils 10 µl der renaturierten Proteinsuspension in einer SDS-PAGE 
(PAA-Konzentration: 7,5 % (w/v)) aufgetrennt und nach Transfer auf 
eine PVDF-Membran mit anti-GFP-Antikörpern inkubiert.
Der grüne Pfeil markiert das dem Fusionsprotein zugehörige Signal 
bei 140 kDa.
C) Die Silberfärbung der Proben F38-F51 zeigt das Auftreten zweier 
hochmolekularer Banden im Bereich > 123 kDa, die in den Fraktionen 
F38-F40 in reiner Form vorliegen.
(F) … Elutionsfraktion à 1 ml (die Zahl gibt das Elutionsvolumen an, 
nach welchem die jeweilige Fraktion entnommen wurde)
M … Molekulargewichtsstandard
Neben der Rekristallisation in dH2O konnten SbsC(aa 31-1099)-EGFP Proteinassemblate nach 
Dialyse gegen Salzlösungen (10 mM Tris, 10 mM MgCl2, 10 mM CaCl2, 10 mM NaCl) in 
einem pH-Bereich von 5,0-9,0 im REM nachgewiesen werden. 
Die Morphologie der Assemblate ähnelt dabei denen der in vitro generierten SbsC-
Zylinderstrukturen. Jedoch zeigten TEM-Aufnahmen FPLC-gereinigter Fraktionen von 
SbsC(aa 31-1099)-EGFP (siehe Abb. 3.15. A), dass der Durchmesser der ebenfalls regelmäßig 
strukturierten Röhren nur etwa 30-40 nm beträgt, die Röhrenlänge jedoch bis zu 20 µm 
erreichen kann. Bemerkenswert ist hierbei auch das sehr sensitive Verhalten der Ammonium-
Molybdat-kontrastierten Proteinassemblate während der Mikroskopie. Während die 
symmetrisch strukturierten Oberflächen der SL-Assemblate, die aus maturen SbsC-
Monomeren bestehen, bei einer Elektronenstrahl-Intensität von 15,5 kV über einen Zeitraum 
von 1-2 min erhalten bleibt, wurde die Porenstruktur der SbsC(aa 31-1099)-EGFP-Röhren unter 
gleichen Bedingungen innerhalb weniger Sekunden zerstört. Die Ausbildung von 
SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
SbsC(aa 31-1099)-Isolat 
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Zylinderstrukturen nach Dialyse in Gegenwart von 50 % EtOH (v/v), wie für matures SbsC-
Protein gezeigt, konnte nicht beobachtet werden (Abb. 3.15. B).
Abb. 3.15. Mikroskopische Analyse in vitro assemblierter SbsC(aa 31-1099)-
EGFP Fusionsproteine
A) In vitro assembliertes SL-EGFP-Fusionprotein wurde für 3 min in 
einer Ammonium-Molybdatlösung (3 % (w/v), pH 7,5) inkubiert und 
anschließend bei einer Spannung von 15,5 kV transmissions-
elektronenmikroskopisch analysiert.
FPLC-gereinigtes Fusionsprotein bildet nach Dialyse der 
Monomerlösung in 10 mM Tris-HCl, pH 7,5 regelmäßig strukturierte 
Nanoröhren mit einem Durchmesser zwischen 30-40 nm. Eine 
detailliertere Betrachtung der Proteinstrukturen war aufgrund der 
rapiden Zerstörung der Objekte während der Mikroskopie nicht 
möglich.
1,4 µm 1,8 µm
A)
B)
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B) REM-Untersuchung des SL-EGFP Proteins nach Dialyse der 
Monomerlösung gegen 50 % (v/v) Ethanol
Die Reassemblierung der SbsC-Monomerlösung erfolgte ü.N. bei 
8 °C. 
Unter den getesteten Bedingungen konnten keine regelmäßig 
strukturierten Assemblate gefunden werden.
Balken in B je 2 µm
Makroskopisch zeigte sich aufgrund der dichten Anordnung von EGFP-Molekülen innerhalb 
der Assemblate eine intensive Grünfluoreszenz in vitro gebildeter SbsC(aa 31-1099)-EGFP-
Polymere (Abb. 3.16.). Das Selbstassemblierungsverhalten des SbsC-Anteils interferiert 
folglich nicht mit der Ausbildung der für die Grünfluoreszenz notwendigen β-Fass-Struktur 
von EGFP (120). Umgekehrt könnte das Dimerisierungsverhalten von EGFP sowie die 
Einnahme einer definierten Tertiärstruktur Ursache für Veränderungen in Länge und 
Durchmesser der SL-Röhren sein.
Abb. 3.16. In Lösung reassembliertes SbsC(aa 31-1099)-EGFP
Nach reversibler Denaturierung wurde die SL-EGFP 
Monomerlösung ü.N. gegen dH2O dialysiert. Die 
Konzentration der abgebildeten SL-Suspension betrug 
10 mg/ml. Das Foto entstand bei Tageslicht ohne 
zusätzliche UV-Anregung.
Assemblierung des SL-EGFP Fusionsproteins in vitro (2): Assemblierung an Zelloberflächen
Aufgrund einer intensiven Grünfluoreszenz sowohl der SbsC(aa 31-1099)-EGFP Aggregate als 
auch der in Gua-HCl gelösten Monomere können SL-affine Oberflächen 
fluoreszenzmikroskopisch visualisiert werden. Darüber hinaus wird infolge der dichten 
Anordnung von EGFP-Proteinen innerhalb der Assemblate die Nachweisgrenze für gebildete 
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Assemblatstrukturen im Lichtmikroskop erhöht. Trotz des bei der 
fluoreszenzmikroskopischen Analyse auftretenden Bleicheffektes können SL-Strukturen so 
über einen längeren Zeitraum beobachtet werden.
Für die Ausbildung grün fluoreszierender Hüllstrukturen auf der Zellaußenseite von 
G. stearothermophilus wurde die Zellen von ü.N. Kulturen der Stämme ATCC 12980, DSM 
13240 und DSM 1550 nach Entfernen des Mediums zunächst in 5 M Gua-HCl, pH 8,0 
resuspendiert und für 20 min bei RT inkubiert. Dabei werden nicht-kovalent gebundene 
Oberflächenproteine denaturiert und von der Zellwand entfernt. Die Integrität der Zellwand 
bleibt dabei erhalten (136). So behandelte Zellen wurden nach Zentrifugation in SbsC(aa 31-
1099)-EGFP Monomerlösung (SL, solubilisiert in 3 M Gua-HCl, 10 mM Tris, pH 7,5) 
resuspendiert und anschließend ü.N. gegen dH20 dialysiert. Wie in Abbildung 3.17. (A) am 
Beispiel von DSM 13240 gezeigt, weisen die Zellwände von Vertretern aller untersuchten 
Stämme eine grüne Fluoreszenz auf. Aus einem Vergleich dieser Aufnahmen mit Proben, in 
denen keine Zellen vorhanden waren (siehe Abb. 3.18. A), kann geschlussfolgert werden, 
dass diese Grünfluoreszenz Folge einer bevorzugten Reassemblierung von SbsC(aa 31-1099)-
EGFP an der Zelloberfläche der Bakterien ist. Lassen sich in den Geobacillus-Proben neben 
grün fluoreszierenden Zellwänden kaum weitere SL-spezifische Assemblate nachweisen, so 
entstehen im Ergebnis der Rekristallisation von SbsC(aa 31-1099)-EGFP in Abwesenheit der 
Bakterienzellen eine Vielzahl von grün fluoreszierenden „Nanostäbchen“. Deren 
Dimensionen sind mit den Ergebnissen der Elektronenmikroskopie vergleichbar. Eine Probe, 
in denen Gua-HCl behandelte Hefezellen des Stammes BY4741 während der Dialyse 
anwesend waren, zeigte ebenfalls die bevorzugte Ausbildung von Nanoröhren. Eine 
Assoziation von SbsC(aa 31-1099)-EGFP mit Hefezellen ist im mikroskopischen Bild nicht zu 
erkennen (Abb. 3.17. B). Werden die Bakterienzellen hingegen mit 3 M Gua-HCl 
denaturiertem Zelllysat EGFP-exprimierender E. coli Zellen inkubiert, können nach der 
Dialyse keine grün fluoreszierenden Zelloberflächen beobachtet werden.
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Abb. 3.17. Fluoreszenzmikroskopie reassemblierter SbsC(aa 31-1099)- EGFP 
Proteinfraktionen, entstanden nach Dialyse in Anwesenheit 
verschiedener Zellen
Zellen einer G. stearothermophilus Kultur (A) (hier beispielhaft 
DSM 13240) sowie einer S. cerevisiae BY4741 Kultur (B) wurden in 
5 M Gua-HCl resuspendiert, für 30 min inkubiert und wiederum bei 
8.000 * g sedimentiert. Der Vorgang wurde dreimal wiederholt. Die 
so präparierten Zellen wurden in einer SL-EGFP Monomerlösung 
(5 mg/ml in 3 M Gua-HCl) resuspendiert und ü.N. gegen dH2O 
dialysiert.
Während sich an G. stearothermophilus grün fluoreszierende Bereiche 
an der Zellperipherie zeigen, adhäriert SbsC(aa 31-1099)-EGFP nicht an 
die Zellwand der Hefezellen. In Anwesenheit der Hefezellen 
aggregiert SbsC(aa 31-1099)-EGFP vorzugsweise zu stäbchenförmigen 
Strukturen, wobei es in Anwesenheit der Bakterien präferenziell zu 
Hüllstrukturen assembliert. Die linken Abbildungen zeigen jeweils die 
zugehörigen Durchlichtbilder.
A)
88 µm 88 µm
B)
77 µm 77 µm
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Assemblierung des SL-EGFP Fusionsproteins in vitro (3): Assemblierung an SCWP-
beschichteten Glasoberflächen
In einem weiteren Experiment wurde überprüft, ob durch vorherige Applikation isolierter, aus 
G. stearothermophilus stammender SCWP auf Glasoberflächen eine flächige Beschichtung 
mit grün fluoreszierenden S-Layer Strukturen erreicht werden kann. Dafür wurde zunächst 
das sekundäre Zellwandpolymer der G. stearothermophilus Stämme ATCC 12980, DSM 
13240 und DSM 1550 nach vorherigem Entfernen nicht kovalent gebundener 
Oberflächenproteine isoliert und auf Deckglasoberflächen aufgetropft. Nach erfolgter 
Trocknung wurde eine renaturierte SbsC(aa 31-1099)-EGFP-haltige Proteinsuspension 
(Proteinkonzentration 5 mg/ml in dH2O) appliziert. Nach einer Einwirkzeit von 30 min und 
drei Waschschritten wurden die Präparate unter dem Fluoreszenzmikroskop untersucht. 
Anhand einer vergleichenden Untersuchung mit Deckglaspräparaten ohne vorherige SCWP-
Applikation ist zu erkennen, dass lediglich auf den mit SCWP inkubierten Glasoberflächen 
grün fluoreszierende Schichten erzeugt wurden (Abb. 3.18.). 
Abb. 3.18. Fluoreszenzmikroskopie reassemblierter SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
Proteinfraktionen nach Applikation auf SCWP des Stammes 
G. stearothermophilus ATCC 12980
A) zeigt in Lösung reassembliertes SbsC(aa 31-1099)-EGFP nach 
Auftropfen auf eine unbehandelte Deckglasoberfläche. In B) wurde 
die gleiche Menge an Protein appliziert. Zuvor wurde dieses Deckglas 
mit einer SCWP-haltigen Lösung behandelt, die auf der Oberfläche 
eintrocknete. Die Fluoreszenz ist auf die Fläche des Tropfens 
beschränkt. Im Bereich der SCWP-freien Oberfläche finden sich 
vereinzelt die im linken Bild gezeigten „Nanoröhren“.
100 µm 100 µm
A) B)
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Assemblierung des SL-EGFP Fusionsproteins in vitro (4): Assemblierung an silanisierten 
Glasoberflächen
Neben der selektiven Ausbildung von Proteinschichten auf der Zellaußenseite von 
G. stearothermophilus Zellen bzw. auf SCWP-beschichteten Oberflächen wurde untersucht, 
ob SbsC(aa 31-1099)-EGFP Monomere auch an hydrophoben Oberflächen assemblieren. Wie in 
Arbeiten von Pum (128-131) beschrieben, besitzen einzelne SL-Proteine die Eigenschaft, an 
Phasengrenzen bzw. hydrophoben Grenzflächen strukturierte Schichten auszubilden. Der 
EGFP-Anteil des Fusionsproteins SbsC(aa 31-1099)-EGFP gestattet es hierbei, die Ausbildung 
von S-Layern an modifizierten Glasoberflächen mittels Fluoreszenzmikroskopie 
nachzuweisen.
Eine SbsC(aa 31-1099)-EGFP Monomerlösung (in 3 M Gua-HCl, 10 mM Tris, pH 7,5) wurde 
dazu in Anwesenheit eines Deckglases (0,1 mm Schichtdicke), dessen Oberfläche zuvor 
durch Chlorotrimethylsilan-Behandlung hydrophobisiert wurde, renaturiert. Parallel dazu 
wurde der Versuch mit einer unbehandelten Deckglasoberfläche durchgeführt (Abb. 3.20.). 
Ein Vergleich der fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen beider Deckglasoberflächen zeigt, 
dass die silanisierte Oberfläche neben den charakteristischen, stäbchenförmigen Assemblaten 
einen fluoreszierenden Hintergrund aufweist. Diese Fluoreszenzcharakteristik ist auf dem 
unbehandelten Deckglas nicht zu beobachten. Das Ergebnis dieses direkten Vergleiches lässt 
vermuten, dass SbsC(aa 31-1099)-EGFP eine Affinität zu hydrophoben Oberflächen besitzt. Als 
Folge dessen bilden sich neben röhrenförmigen Assemblaten auch flächige Proteinlagen aus.
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Abb. 3.20. Fluoreszenzmikroskopie reassemblierter SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
Proteinfraktionen nach Dialyse in Anwesenheit silanisierter 
Oberflächen
Je 5 ml einer SbsC(aa 31-1099)-EGFP Monomerlösung (5 mg Protein/ml) 
wurden in zwei Dialysekammern überführt. Dazu wurde zu jedem 
Ansatz ein Deckglas zugegeben.
A) zeigt die Fluoreszenzaufnahme des unbehandelten Deckglases, 
während rechts das mikroskopische Bild des zuvor mit 
Chlorotrimethylsilan behandelten Deckglases zu sehen ist (B). Beide 
Aufnahmen wurden mit der gleichen Belichtungszeit aufgenommen. 
Eine nachträgliche Veränderung der Kontrast- und 
Helligkeitsverhältnisse erfolgte nicht.
Während in B) die für eine Rekristallisation von SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
in Lösung charakteristischen Nanoröhren zu beobachten sind, ist auf 
der hydrophoben Oberfläche eine diffuse Verteilung fluoreszierender 
Bereiche zu erkennen. Die einheitliche Bedeckung ist infolge einer 
ungleichmäßigen Silanisierung des Deckglases an einigen Stellen 
unterbrochen (*). Silanisierte Deckgläser selbst zeigen keinerlei 
Eigenfluoreszenz.
3.1.2.3. SbsC(aa 31-1099)-HspA und SbsC(aa 31-1099)-12His
Während der für das 1081 aa umfassende SbsC(aa 31-1099)-12His Protein kodierende 
Leserahmen nach PCR-Amplifikation mit den Primern matSbsCforNde und 
SbsC12HisrevXho in den pET17b Vektor integriert wurde, erfolgte die Konstruktion des 
SbsC(aa 31-1099)-HspA Leserasters in Analogie zu SbsC(aa 31-1099)-EGFP in zwei 
Klonierungsschritten. Dafür wurde zunächst das sbsC-Gen ohne Stopcodon nach 
120 µm 120 µm
*
A) B)
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Amplifikation mit den Primern matSbsCforNde und SbsC_o.Term_revXho in die MCS des 
pET17b Vektors kloniert. Nachfolgend wurde das für das Hitzeschockprotein HspA aus 
Helicobacter pylori kodierende Leseraster nach Amplifikation mit den Primern HspAforXho 
und HspArevBpu1102 sowie genomischer DNA eines H. pylori Klinikisolates 3´-seitig des 
sbsC-ORF anfusioniert. Die nach Sequenzierung des hspA-Anteils erhaltene Sequenz zeigte 
eine 100 %ige Homologie zu dem hspA Gen des Stammes H. pylori J99. Die Primärstrukturen 
von maturem SbsC und HspA werden innerhalb des 1190 aa umfassenden Fusionsproteins 
SbsC(aa 31-1099)-HspA durch eine von der XhoI-Schnittstelle des Vektors kodierten Leu-Glu-
Sequenz voneinander getrennt.
Synthese der Fusionsproteine und Analyse des Metallbindungsverhaltens
In SbsC(aa 31-1099)-12His und SbsC(aa 31-1099)-HspA produzierenden E. coli BL21(DE3) Kulturen 
konnten nach mechanischem Zellaufschluss und anschließender Zentrifugation bei 12.000 * g 
in der Sedimentfraktion jeweils eine abundant auftretende Proteinspezies im 
Molekulargewichtsbereich oberhalb von 110 kDa nachgewiesen werden (Abb. 3.21. A). 
TEM-Analysen der nach Gua-HCl Behandlung und nachfolgender Dialyse renaturierten 
Proteine der Pelletfraktion zeigten röhrenförmige Assemblatstrukturen, deren Morphologie 
mit denen rekristallisierter SbsC-Proteine identisch ist (Abb. 3.21. B). Während der 
Durchmesser der Röhren des SbsC(aa 31-1099)-12His Proteins mit durchschnittlich 90 nm den 
Dimensionen der SbsC(aa 31-1099) Assemblate entspricht, erreichen die Röhrenbreiten der 
SbsC(aa 31-1099)-HspA Assemblate lediglich einen Wert von 50 nm. Eine Symmetrie kann in 
beiden Proteinassemblaten detektiert werden.
MW [kDa]    M       1        2         3        4
200
119 
66 
A)
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Abb. 3.21. Synthese der Fusionsproteine SbsC(aa 31-1099)-12His und SbsC(aa 31-
1099)-HspA in E. coli
A) Analyse der Zelllysates von SbsC(aa 31-1099)-12His bzw. SbsC(aa 31-
1099)-HspA exprimierenden E. coli BL21(DE3) Zellen 12 h nach 
IPTG-Zusatz. Nach Zentrifugation des Lysates bei 12.000 * g wurden 
jeweils 10 µg der erhaltenen Pelletfraktion (2, 4) und des Überstandes 
(1, 3) in einer SDS-PAGE mit anschließender Coomassie-Blaufärbung 
analysiert. Die in beiden Pelletfraktionen auftretende dominante 
Proteinbande bei 114 kDa (2) bzw. 126 kDa (4) kann den 
entsprechenden SL-Fusionsproteinen zugeordnet werden.
1, 2 … SbsC(aa 31-1099)-12His
3, 4 … SbsC(aa 31-1099)-HspA
B) TEM-Aufnahmen reassemblierter SbsC(aa 31-1099)-12His (linkes 
Bild) bzw. SbsC(aa 31-1099)-HspA (rechtes Bild) Fusionsproteine nach 
3 min Negativkontrastierung mit Ammonium-Molybdat (3 % (w/v), 
pH 7,5).
Wie der immunologische Nachweis von SbsC(aa 31-1099)-12His mit anti-tetra-His-Antikörpern 
zeigt, ist das Fusionsprotein in der Pelletfraktion konzentriert. Die bereits in einer 
Westernblotanalyse von SbsC(aa 31-1099)-EGFP synthetisierenden E. coli Kulturen 
nachweisbaren niedermolekularen Proteinbanden konnten auch bei SbsC(aa 31-1099)-12His 
3 µm 1 µm
B)
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detektiert werden. Diese sind, analog zur Lokalisation des "full-size" Proteins, in der 
Pelletfraktion angereichert (Abb. 3.22. A). 
Neben dem immunologischen Nachweis des His-getaggten SbsC Proteins gestattet die 
Abfolge von 12 Histidinen eine Aufreinigung des SbsC(aa 31-1099)-12His Proteins an einer 
Nickel-Matrix. Auch in dem aus der Ni-NTA-Reinigung von SbsC(aa 31-1099)-12His 
Monomeren erhaltenen Eluat ließen sich die bereits für SbsC(aa 31-1099)-EGFP detektierten, 
niedermolekularen Banden nachweisen. Aufgrund der in einem Westernblot analysierten 
Proteinmenge von lediglich 200 ng des Eluates konnten Signale innerhalb dieses Bereiches 
erst nach einer zehnminütigen Belichtungszeit des Röntgenfilmes visualisiert werden. 
Matures SbsC-Protein zeigte keine signifikante Affinität zur Nickelmatrix (Abb. 3.22. B). 
Wie die Silberfärbung weiterhin zeigt, konnte durch die unter denaturierenden Bedingungen 
durchgeführte Ni-NTA-Aufreinigung keine vollständige Abtrennung des SL-Fusionsproteins 
von Proteinen des Zelllysates erreicht werden. Ein Vergleich zwischen den dialysierten 
Eluaten nach Größenausschlusschromatographie und Ni-NTA Affinitätsreinigung lässt jedoch 
erkennen, dass beide Methoden zu einer Anreicherung des SbsC(aa 31-1099)-12His Proteins 
führen (Abb. 3.22. C). 
Da neben dem Histidinpeptid auch HspA eine Affinität zu Ni-Ionen aufweist, wurde 
überprüft, inwieweit das SL-HspA Protein an einer Nickel-Matrix immobilisiert werden kann. 
Aufgrund des Selbstassemblierungsverhaltens der Proteine SbsC(aa 31-1099)-12His und SbsC(aa 
31-1099)-HspA muss die Affinitätsreinigung unter denaturierenden Bedingungen erfolgen. Im 
Ergebnis der Nickel-NTA-basierten Proteinreinigung konnten sowohl SbsC(aa 31-1099)-12His als 
auch SbsC(aa 31-1099)-HspA in monomerer Form aufgereinigt werden (Abb. 3.23.). Dabei zeigte 
das SL-HspA Fusionsprotein im Vergleich zu SbsC(aa 31-1099)-12His eine signifikant geringere 
Affinität, was an dem Anteil an nichtgebundenem Protein in den Waschfraktionen sowie an 
der geringeren Konzentration des Fusionsproteins im Eluat zu erkennen ist (Spuren 3, 4 in 
Abb. 3.23.). 
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Abb. 3.22. Reinigung des Proteins SbsC(aa 31-1099)-12His aus dem Zelllysat von 
E. coli
A) Westernblotanalyse des Lysates SbsC(aa 31-1099)-12His 
exprimierender E. coli BL21(DE3) Zellen unter Verwendung von 
anti-tetra-His-Antikörpern. Nach Zentrifugation des Lysates bei 
12.000 * g wurde das Pellet (P) nach Abnahme des Überstandes (ÜS) 
in 5 ml dH2O resuspendiert (Proteinkonzentration 13 µg/µl). Das 
Volumen des Überstandes betrug 10 ml (Proteinkonzentration 
2 µg/µl). Jeweils 10 µg Protein wurden aufgetragen. Das auf einer 
Höhe von 114 kDa migrierende His-getaggte SL-Protein ist in der 
Pelletfraktion angereichert.
B) Ergebnis einer vergleichenden Ni-NTA Aufreinigung der SL-
Proteine SbsC (aa 31-1099) und SbsC(aa 31-1099)-12His aus dem Zelllysat 
von E. coli. Die Aufreinigung basiert auf den Metall-komplexierenden 
Eigenschaften des C-terminal an matures SbsC anfusionierten 
Histidinpeptides. Sowohl das Anbinden der Proteine an die Ni-Matrix 
als auch die Elution erfolgten unter denaturierenden Bedingungen 
(3 M Gua-HCl). Von den erhaltenen Eluaten wurden je 10 µl der 
dialysierten Proben in einer SDS-PAGE (PAA-Konzentration: 7,5 % 
(w/v)) und anschließender Silberfärbung analysiert. SbsC-Monomere 
(1) weisen im Gegensatz zu SbsC(aa 31-1099)-12His (2) keine Affinität 
zur Ni-NTA Matrix auf, was an dem Fehlen einer dominanten Bande 
im Bereich von 112 kDa in Spur 1 zu erkennen ist.
C) Vergleichende Analyse FPLC- und Ni-NTA-gereinigten SbsC(aa 31-
1099)-12His Proteins. 
In der unter denaturierenden Bedingungen stattfindenden 
Chromatographie (siehe dazu Abb. …) kann SbsC(aa 31-1099)-12His u.a. 
in den Fraktionen F39 und F40 in reiner Form nachgewiesen werden. 
Im Eluat der Ni-NTA-Affinitätsreinigung ist im Coomassie-Blau 
gefärbten SDS-PAA-Gel ebenfalls ein Bande bei 114 kDa 
nachweisbar (C1). 
C2) anti-tetra-His Westernblotanalyse der FPLC- und Ni-NTA 
gereinigten Proteinfraktionen. Für die Analyse wurden jeweils 200 ng 
verwendet. 
M … Molekulargewichtsstandard
P        ÜS
119 
 MW [kDa]            M            1           2                      F39      F40     Ni-Eluat     
A)
B) C1)
C2)
Ergebnisse
90
Abb. 3.23. Reinigung des Proteins SbsC(aa 31-1099)-HspA aufgrund Nickel-
bindender Eigenschaften des HspA-Anteils
Vergleichende Ni-NTA-Reinigung der SL-Fusionsproteine SbsC(aa 31-
1099)-12His (A) und SbsC(aa 31-1099)-HspA (B). 
Aufgetragen wurden jeweils Gua-HCl denaturierte Proteinfraktionen, 
weshalb das Laufverhalten im 10 %igen PAA-Gel verändert ist 
(erkennbar an den schmaler werdenden Proteinbanden).
1 … Pelletfraktion vor der Reinigung
2 … nicht an Sepharose gebundenes Protein
3 , 4 … 1. und 2. Elution
5 … Ni-NTA-Sepharose nach der Elution
Beide Gele wurden mit Coomassie-Blau gefärbt. Von jeder Fraktion 
wurden gleiche Volumenanteile aufgetragen (jeweils 1/100 einer jeden 
Fraktion). Anhand der nach dem Waschen beladener Sepharose 
nachweisbaren Signale sowie den geringeren Proteinmengen in den 
Eluaten kann von einer vergleichsweise geringeren Affinität von 
SbsC(aa 31-1099)-HspA zu Nickel ausgegangen werden.
M … Molekulargewichtsstandard
Ein weiterer Beweis für die spezifische Bindung von Nickel an die denaturierten Formen der 
Proteine SbsC(aa 31-1099)-12His und SbsC(aa 31-1099)-HspA wurde durch einen in gel
MW [kDa]       M   1       2    Waschschritte     3      4      5     M          
200
119 
66 
43
29 
20 
A)
B)
   MW [kDa]       M    1      2   Waschschritte   3      4    M     5
200
119 
66 
43
29 
20 
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Färbenachweis der Proteine nach erfolgter SDS-PAGE erbracht. Wie in Abb. 3.24. zu 
erkennen ist, kann sowohl die Histidin-getaggte SL-Variante als auch das HspA-
Fusionsprotein anhand der auf der Nickelbindung basierten Färbung nachgewiesen werden. 
SbsC ohne eine C-terminale Modifikation zeigte bei dieser Färbung kein Signal. Im Falle von 
HspA ist für eine Nickel-Komplexierung die Einnahme einer definierten Sekundär- bzw. 
Tertiärstruktur somit nicht essenziell.
Abb. 3.24. His-tag in gel Färbung rekombinanter SbsC-Proteine
A) Coomassie-Blaufärbung heterolog erzeugter SL-Isolate nach SDS-
PAGE (PAA-Konzentration: 7,5 % (w/v)).
B) His-tag in gel Färbung der Proteine mittels Ni-Konjugaten
Jeweils 10 µg einer gereinigten SL-Fraktion wurden für den Ni-
spezifischen Färbenachweis eingesetzt. Die Detektion Ni-Konjugat 
gefärbter Proteinbanden erfolgte am Laserscanner bei einer Anregung 
von 560 nm. Die Emission wurde bei 590 nm gemessen.
1 … SbsC(aa 31-1099)-12His 
2 … SbsC(aa 31-1099)
3 … SbsC(aa 31-1099)-HspA
Nachweis der Platinbindung an rekombinanten SL-Assemblaten
Neben der Bindung von Ni
2+
-Ionen an die monomeren Formen der Proteine SbsC(aa 31-1099)-
12His und SbsC(aa 31-1099)-HspA wurde untersucht, ob die Assemblate dieser rekombinanten 
SL-Proteine eine Affinität zu Platin besitzen. 
Bisher konnte in REM-Untersuchungen gezeigt werden, dass bereits das nichtmodifizierte 
SbsC-Protein in assemblierter Form Edelmetall binden kann. So lassen sich selektiv an 
 1         2          3     
119 kDa
B)
A)
Ergebnisse
92
in vitro reassemblierten SbsC-Röhrenstrukturen metallische Goldcluster erzeugen (A. Blüher, 
Max-Bergmann-Zentrum Dresden, persönliche Mitteilung). Die Bildung der Metallcluster 
beruht dabei auf einer unspezifischen Bindung von Au
3+
-Ionen, die in einem nachfolgenden 
Schritt zu metallischem Gold reduziert werden.
Mit Hilfe der C-terminal an matures SbsC anfusionierten metallbindenden Motive soll die 
Kapazität der Bindung von Edelmetallionen an SL-Assemblate erhöht werden. Zur 
Untersuchung des Einflusses anfusionierter Metallbindemotive auf die Platinbindung wurden 
jeweils gleiche Proteinmengen renaturierter, FPLC-gereinigter SL-Präparate verwendet. Die 
Analyse des Platingehaltes der mit Metallsalz inkubierten SbsC(aa 31-1099), SbsC(aa 31-1099)-12His 
und SbsC(aa 31-1099)-HspA SL-Assemblate erfolgte durch eine Laser-ablierte 
Massenspektrometrie (Laser-ICP-MS). 
Für den Versuch wurden in dH2O resuspendierte SL-Assemblate mit einem etwa zehnfachen 
molaren Überschuss an [PtCl4]
2-
- bzw. Pt
4+
- Ionen versetzt. Nach Inkubation für 30 min unter 
stetigem Invertieren der Reaktionsgefäße bei RT wurden SL-Assemblate durch Zentrifugation 
bei 20.000 * g sedimentiert. Nach Verwerfen des Überstandes und viermaligem Waschen der 
S-Layer in dH2O wurden die Suspensionen in äquimolaren Mengen (ca. 20 µg je Probe) auf 
eine PVDF-Membran appliziert und getrocknet. 
Neben der Platinbestimmung wurde des Weiteren der Schwefelgehalt der Proben 
quantifiziert. Unter der Voraussetzung, dass für die Analyse reine SL-Suspensionen 
verwendet wurden sowie der Kenntnis der Primärstruktur der analysierten Proteine lässt sich 
auf die Stoffmenge an SL-Protein in der jeweiligen Probe schließen.
Wie die in Tab. 3.1. aufgeführten Ergebnisse der Massenspektrometrie zeigen, kann bereits in 
der SbsC(aa 31-1099)-Probe Platin nachgewiesen werden. Dabei ist das Verhältnis von 
Proteinmonomer zu Pt
4+
 in etwa 1:1, während die Affinität zu komplexierten Pt
2+
-Ionen in 
etwa doppelt so hoch ist.
In der SbsC(aa 31-1099)-HspA Probe ist der nachgewiesene Pt
4+
-Gehalt gegenüber assembliertem 
SbsC(aa 31-1099) um 30 %, in der SbsC(aa 31-1099)-12His Fraktion dagegen um etwa 50 % erhöht. 
Ein ähnliches Ergebnis zeigt sich im Platin-Gehalt der mit K2PtCl4-Salz inkubierten Proben. 
In der SbsC(aa 31-1099)-HspA Probe ist die Platin-Bindekapazität, bezogen auf die Stoffmenge 
an analysiertem Protein, im Vergleich zum nichtmodifizierten SL-Protein um 80 % erhöht. 
Gegenüber SbsC(aa 31-1099) werden an SbsC(aa 31-1099)-12His Proteinen innerhalb der Assemblate 
mehr als doppelt so viel Platin-Komplexionen immobilisiert.
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Tab. 3.1. Platinbindung an SbsC-Fusionsproteinassemblaten
Die Bestimmung des Platin- und Schwefelgehaltes der mit Metallsalz 
inkubierten SL-Suspensionen erfolgte mittels Laser-ICP-MS. Die 
Proben wurden vollständig abliert und die Fläche unter den Kurven 
integriert.
(*)
 … Matures SbsC sowie SbsC(aa 31-1099)-12His besitzen unter 
Beachtung des Initial-Methionins jeweils 5, SbsC(aa 31-1099)-HspA 
14 schwefelhaltige Aminosäuren.
n … Stoffmenge
3.1.3. SL-Expression in S. cerevisiae
Im Folgenden wurde untersucht, ob die für E. coli beschriebene SL-Proteinsynthese auch in 
eukaryontischen Wirtszellen mit der Formation inerter, cytosolisch lokalisierter Assemblate 
einhergeht. Für eine "high-level" Expression von SL-Genen in haploiden S. cerevisiae Zellen 
wurde der für das Konstrukt SbsC(aa 31-1099)-EGFP kodierende Leserahmen in den Vektor 
p426-GPD integriert. Im Ergebnis der Klonierung sind innerhalb des Fusionsproteins SL- und 
Probe Fläche Pt
194
Fläche S
32
nPt / nProtein
(*)
Pt-Bindung im 
Vergleich zu SbsC(aa 
31-1099) erhöht um
PtCl4 (
4+
 + 4Cl
-
)
SbsC(aa 31-1099) 3,95 15,5 1,27
SbsC(aa 31-1099)-HspA 5,72 49,5 1,62 30%
SbsC(aa 31-1099)-12His 8,05 21,8 1,85 50%
K2PtCl4 (
+
 + [PtCl4]
2-
)
SbsC(aa 31-1099) 9,26 18,9 2,45
SbsC(aa 31-1099)-HspA 9,02 28,7 4,4 80%
SbsC(aa 31-1099)-12His 29,4 28,1 5,2 112%
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EGFP-Anteil durch eine XhoI-Schnittstelle kodierte Leu-Glu-Sequenz miteinander 
verbunden. Die Expression des zwischen die BamHI- und KpnI-Schnittstellen des Vektors 
integrierten, 3936 bp umfassenden Leserahmens steht unter der Kontrolle des konstitutiven 
GPD1 Promotors. SbsC(aa 31-1099)-EGFP synthetisierende Hefeklone wurden mittels 
Fluoreszenzmikroskopie und Westernblotanalyse des Zelllysates identifiziert. Für 
vergleichende mikroskopische Analysen wurde der EGFP-Leserahmen über die Schnittstellen 
XhoI und KpnI in p426-GPD kloniert.
3.1.3.1. Organisation gebildeter SbsC (aa 31-1099)-EGFP Proteine im Cytosol der Hefe
Die bereits von Jarosch et al. (2000) (72) beschriebene Ausbildung von Assemblatstrukturen 
nach heterologer Synthese von maturem SbsC in E. coli konnte auch für das in Hefe 
produzierte grün fluoreszierende SbsC-EGFP Fusionsprotein nachgewiesen werden 
(Abb. 3.25. B). Fluoreszenzmikroskopische Bilder zeigen, dass innerhalb einer frisch 
transformierten und auf Glukose-haltigem Selektionsmedium wachsenden Hefekultur etwa 
15 % aller Zellen eine sehr intensive Fluoreszenz aufweisen. Fluoreszierende Strukturen 
lassen dabei keine präferenziellen Assoziationen zu Organellen bzw. zur Plasmamembran 
erkennen (Abb. 3.25. A). Vielmehr ziehen sich filamentartige bis nadelförmige, starr 
anmutende Proteinassemblate durch das gesamte Zelllumen. 
Ein Vergleich mit EGFP bildenden Hefezellen zeigt, dass die Morphologie fluoreszierender 
Strukturen auf den SbsC-Anteil innerhalb des Fusionsproteins zurückzuführen ist. In 
Hefezellen, die mit dem Plasmid p426-GPD-EGFP transformiert wurden, kann eine diffuse, 
intrazelluläre Verteilung grüner Fluoreszenzsignale beobachtet werden. Während die 
Fluoreszenzintensität unter den EGFP exprimierenden Zellen vergleichbar ist, zeigt sich bei 
SL-EGFP produzierenden Hefen eine breite Variation hinsichtlich Intensität und Verteilung 
fluoreszierender Signale.
Außerhalb SbsC(aa 31-1099)-EGFP exprimierender Zellen konnte sowohl im mikroskopischen 
Bild als auch nach Immundetektion des TCA-gefällten Überstandes mit anti-GFP-
Antikörpern kein Fusionsprotein nachgewiesen werden (Abb. 3.27.). Hochauflösende TEM-
Aufnahmen protoplastierter, SbsC(aa 31-1099)-EGFP produzierender Hefezellen zeigten das 
Vorhandensein von intrazellulären Strukturen, deren Morphologie mit denen der in vitro
generierten SbsC-Assemblate (Abb. 3.26.) vergleichbar ist. Eine detaillierte Betrachtung der 
in vivo im Cytosol der Hefezellen assemblierten Proteine führte zur Identifikation einer 
regelmäßigen Symmetrie auf der Oberfläche der röhrenförmigen Assemblate (Abb. 3.26. 1). 
TEM-Bilder von immunzytologisch mit Gold-markierten anti-GFP-Antikörpern analysierten 
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Hefeprotoplasten ergaben, dass diese Assemblatstrukturen aus SL-EGFP Proteinen 
zusammengesetzt sind. Somit sind die EGFP-Epitope innerhalb der in vivo gebildeten 
Assemblate für eine Antikörperbindung zugänglich. Ein geringer Anteil Gold-konjugierter 
Antikörper ist nicht mit Assemblatstrukturen assoziiert. Dies spricht für einen geringen Anteil 
an nicht in assemblierter Form vorliegenden EGFP-Fusionsproteinen. Aufgrund einer 
identischen Assemblierungscharakteristik der in E. coli und S. cerevisiae generierten SL-
Proteine kann SbsC(aa 31-1099)-EGFP nach Zentrifugation aufgeschlossener Hefezellen bei 
12.000 * g, analog zu E. coli, in der Pelletfraktion angereichert werden (Abb. 3.27.). Werden 
Proteine der unlöslichen Fraktion nach Gua-HCl Behandlung gegen dH2O dialysiert, so 
können röhrenförmige Assemblate in der renaturierten Proteinfraktion nachgewiesen werden. 
Die Sensitivität der nach Entfernen chaotroper Ionen gebildeten Röhrenstrukturen gegenüber 
der TEM-Analyse ist mit dem Verhalten der in vitro generierten SL-EGFP Assemblate aus 
E. coli vergleichbar. Der Durchmesser der in Lösung generierten Zylinderstrukturen beträgt 
durchschnittlich 40 nm.
Das mit anti-GFP-Antikörpern detektierte, ca. 140 kDa große Protein lässt aufgrund der 
Migration als singuläre Bande im berechneten Molekulargewichtsbereich keine 
posttranslationalen Modifikationen erkennen. Das von der Synthese des SL-Proteins in E. coli
begleitete Auftreten niedermolekularer Proteinbanden konnte nach Überexpression des 
sbsC(aa 31-1099)-EGFP Gens in Hefe nur in reduziertem Maße nach längerer Belichtungszeit des 
Röntgenfilms nachgewiesen werden. 
30 kDa
A)1
2
3
V
V
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Abb. 3.25. Fluoreszenzmikroskopie SbsC(aa 31-1099) und SbsC(aa 31-1099)- EGFP
exprimierender Hefezellen
A) 72 h nach der Transformation wurden Hefezellen 
fluoreszenzmikroskopisch untersucht. p426-GPD-EGFP 
transformierte Hefezellen zeigen eine diffuse Verteilung grün 
fluoreszierender Signale (A2). Mit Ausnahme der Vakuole (V) zeigt 
die gesamte Zelle fluoreszierende Bereiche. Die Westernblotanalyse 
des Zelllysates dieser Hefen unter Verwendung von anti-GFP-
Antikörpern führte zum Nachweis des 27 kDa umfassenden EGFP (3).
B) SbsC(aa 31-1099) -EGFP bildende Hefen wurden 72 h (1, 2) und 240 h 
(4, 5) nach der Transformation analysiert. Im Gegensatz zur diffus 
verteilten Fluoreszenz in EGFP-exprimierenden Hefen lässt das 
Fluoreszenzmuster der Fusionsprotein produzierenden Zellen 
filamentartige, fluoreszierende Strukturen erkennen. Eine Assoziation 
dieser Filamente mit Organellen ist nicht erkennbar. Das Signal 
oberhalb von 123 kDa in 3 repräsentiert das SL-EGFP Fusionsprotein. 
Ein schwaches Signal im Bereich von 27 kDa kann ebenfalls 
nachgewiesen werden.
1, 4 … zeigen die zu den Fluoreszenzbildern zugehörigen 
Durchlichtaufnahmen
Kantenlänge der mikroskopischen Abbildungen = 20 µm
123 kDa
30 kDa
B)
2
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Abb. 3.26. Mikroskopische Analyse in Hefe gebildeter SL-Assemblate
1) Laserscanning-Mikroskopie einer SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
exprimierenden Hefezelle (Balken = 2 µm).
2) TEM-Aufnahme einer protoplastierten Hefezelle. Die mit (*) 
gekennzeichneten Strukturen zeigen in vivo gebildete SL-Assemblate; 
V = Vakuole.
1
3
5
2
4
6
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3) Immunogold-Markierung von EGFP. Anti-GFP-Antikörper binden 
an nadelartige Strukturen (*); N = Zellkern, M = Mitochondrium.
4) Durch Hypoosmose aufgeschlossener Hefeprotoplast mit SL-
Assemblaten (*). Das Insert zeigt eine Vergrößerung dieser 
Strukturen.
5) Nach Zentrifugation des Zelllysates bei 12. 000 * g können 
regelmäßig strukturierte Assemblate in der Pelletfraktion 
nachgewiesen werden. 
Diese reassemblieren nach Gua-HCl Behandlung (5 M, pH 8,0) in 
einer Dialyse gegen dH2O zu röhrenförmigen Assemblaten (6). 
Aufgrund des sensitiven Verhaltens der in vitro gebildeten, mit 
Ammonium-Molybdat (3 % (w/v), pH 7,5) kontrastierten SL-EGFP 
Assemblate gegenüber einer Elektronenstrahlintensität von 15,5 kV 
war eine weitere Fokussierung zum Nachweis einer symmetrischen 
Struktur nicht möglich.
Balken in 2-4, 6 = 1 µm; in 5 = 300 nm; Balken im Insert in 4 = 
100 nm 
Abb. 3.27. Westernblotanalyse der nach SL-Präparation aus Hefe erhaltenen 
Proteinfraktionen
Das nach Protoplastierung und osmotischer Lyse gewonnene Zelllysat 
zweier SbsC(aa 31-1099)-EGFP exprimierender Hefekulturen wurde bei 
12.000 * g zentrifugiert. Je 20 µg der erhaltenen Pellet- (4, 5) und 
Überstandsfraktion (1, 2) wurden im Westernblot mit anti-GFP-
Antikörpern untersucht. Das Volumen des Überstandes betrug 5 ml 
(Proteinkonzentration: 2 µg/µl), das Pellet wurde nach dreimaligem 
Waschen in dH2O, 1mM AEBSF, 1 x Pi-Cocktail in 2 ml dH2O 
(Proteinkonzentration: 10 µg/µl) resuspendiert. 
Die aus 500 ml Kulturüberstand mittels TCA-Fällung präzipitierten 
Proteine zeigen keine Reaktion mit anti-GFP-Antikörpern (3).
 MW [kDa]    1       2       3          4       5
123
77 
42 
30
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3.1.3.2. Wachstumsverhalten und Durchfluss- (Flow-) Zytometrie SL-EGFP bildender Hefen
Anhand vergleichender Wachstumskurven in batch kultivierter, p426-GPD-EGFP sowie 
p426-GPD-SbsC(aa 31-1099)-EGFP transformierter Hefen sollten eventuelle negative Einflüsse 
einer SL-Proteinsynthese in Eukaryonten untersucht werden.
Wie das Diagramm in Abb. 3.28. erkennen lässt, ist die Zellteilungsrate während der 
logarithmischen Phase in der SL-EGFP synthetisierenden Kultur im Vergleich zu den EGFP-
exprimierenden Hefen etwas verzögert. Beide Kulturen erreichen jedoch zu Beginn der 
stationären Phase identische Zelldichten. Anhand dieser Kurven lassen sich demzufolge keine 
toxischen Effekte der SL-Bildung auf die Hefezellen nachweisen. Die im Vergleich zu EGFP-
exprimierenden S. cerevisiae Zellen ermittelte etwas geringere Zelteilungsrate zu Beginn der 
logarithmischen Wachstumsphase könnte auf einen erhöhten Proteinanabolismus innerhalb 
der SL-EGFP bildenden Kultur zurückgeführt werden. Weitere mögliche Gründe für die 
verlängerte lag-Phase der SL-EGFP exprimierenden Kultur werden in der Diskussion 
erläutert.
Abb. 3.28. Wachstumskurven EGFP- und SbsC(aa 31-1099)-EGFP-
synthetisierender S. cerevisiae BY4741 Kulturen
500 ml Medium (W0-Glukose) wurden mit einer OD600 von 0,02 
beimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 30 °C in 2 l Kolben bei 
200 rpm/min.
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Innerhalb der SL-EGFP produzierenden Kultur zeigen nur etwa 25 % der Zellen eine durch 
cytosolisch assembliertes Fusionsprotein hervorgerufene Grünfluoreszenz. Wie TEM-
Analysen ergaben, vermehren sich auch Zellen mit einem hohen Gehalt an SL-Assemblaten 
vegetativ. Die in Abb. 3.29. gezeigte knospende SL-EGFP exprimierende Zelle steht 
beispielhaft für das häufig zu beobachtende Auftreten sich teilender Hefen, die eine Vielzahl 
von erkennbaren Assemblatstrukturen aufweisen. 
Abb. 3.29. TEM-Aufnahme einer sich teilenden, SL-EGFP bildenden 
Hefezelle
Deutlich zu erkennen ist die Vielzahl an cytosolisch lokalisierten 
Assemblatstrukturen (*). Diese sind sowohl im Bereich der 
Knospungsstelle als auch in der Tochterzelle vorhanden. Der rote Pfeil 
kennzeichnet mitochondriale Strukturen, die scheinbar von einer SL-
Schicht umgeben sind. 
Balken = 1 µm
Während der TEM-Analyse SL-EGFP produzierender Hefen zeigten sich vereinzelt 
Assoziationen der Assemblatstrukturen mit Mitochondrien (siehe Abb. 3.29., roter Pfeil). 
Daher wurde untersucht, inwieweit die Formation cytosolischer SL-Assemblate mit der 
respiratorischen Aktivität der Hefezellen interferiert. Der Energiemetabolismus der 
Bäckerhefe erfolgt fakultativ in Abhängigkeit der Kohlenstoffquelle fermentativ oder 
respiratorisch. Während in Anwesenheit von Glukose ATP vorzugsweise durch Gärung 
erzeugt wird (Substratkettenphosphorylierung), führt die Kultivierung in Glycerin-haltigem 
Medium zur ATP-Synthese durch oxidative Phosphorylierung in der Atmungskette. Die 
Enzyme der Atmungskette sind in den Mitochondrien lokalisiert, weshalb Einschränkungen 
*
*
*
*
*
*
*
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im Stoffaustausch dieses Organells unter den Bedingungen eines respiratorischen 
Energiegewinns einen negativen Effekt auf das Wachstum der Kultur zur Folge haben.
Anhand der in Abb. 3.30. (A) gezeigten Wachstumskurven von EGFP- bzw. SL-EGFP 
synthetisierenden Hefekulturen wird deutlich, dass in Anwesenheit der Kohlenstoffquelle (C-
Quelle) Glycerin (2 % (v/v)) nach 36 h Zelldichten erreicht werden, die in etwa einem Drittel 
der Zellmengen entsprechen, die innerhalb des gleichen Zeitraumes bei Kultivierung auf 
Glukosemedium ermittelt wurden. SL-EGFP bildende Hefen sowie die EGFP exprimierende 
Kultur gelangen jeweils nach etwa 20 h in die logarithmische Wachstumsphase. Die 
Kurvenanstiege beider in batch Kulturen sind in im Bereich zwischen 25 und 36 h nahezu 
identisch. Anhand der Wachstumskurven lassen sich keine negativen Auswirkungen auf die 
Generationszeiten der SL-EGFP exprimierenden Kultur erkennen. Vielmehr werden nach 
gleichen Zeitintervallen, im Gegensatz zur Situation auf Glukose, in der S-Layer bildenden 
Kultur höhere Zelldichten als in der EGFP-Kultur erreicht. 
Eine weitere Bestimmung der Absorption bei 600 nm nach 48 h und 72 h zeigte, dass in 
beiden Kulturen während der stationären Wachstumsphase vergleichbare Zelldichten erreicht 
werden. Eine veränderte Morphologie in vivo gebildeter SL-EGFP Assemblate wurde nach 
Kultivierung in Glycerinmedium nicht beobachtet.
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Abb. 3.30. Synthese des SbsC(aa 31-1099)-EGFP Fusionsproteins in Anwesenheit 
der C-Quelle Glycerin
A) Wachstumskurven EGFP- und SbsC(aa 31-1099)-EGFP-
synthetisierender S. cerevisiae BY4741 Kulturen
 500 ml Medium (W0-Glycerin) wurden mit einer OD600 von 0,02 
beimpft. Die Kultivierung erfolgte bei 30 °C in 2 l Kolben bei 
200 rpm/min.
B) Laserscanning-Mikroskopie SL-EGFP bildender Hefen nach 
Kultivierung in Glycerinmedium. Im Vergleich zu den in 
Glukosemedium kultivierten Zellen ist keine veränderte Morphologie 
grün fluoreszierender Assemblate zu erkennen.
Um nachzuweisen, ob sich während einer Kultivierung über 72 h der Anteil SL-haltiger 
Zellen verändert, wurden nach 24 h, 48 h und 72 h Proben aus jeweils der selben Kultur 
entnommen und mittels Durchflusszytometrie analysiert (Abb. 3.31.). 
Die Untersuchung von jeweils 500.000 Zellen ergab, dass der Anteil an grün fluoreszierenden 
Zellen über den beobachteten Zeitraum mit 20-30 % nahezu unverändert bleibt (Tab. 3.2.). 
Etwa 22-28 % aller Zellen der mit dem Plasmid p426-GPD-EGFP transformierten Kultur 
zeigten eine Grünfluoreszenz. Im Vergleich mit EGFP exprimierenden Zellen konnte in der 
SL-EGFP produzierenden Kultur eine Zellpopulation identifiziert werden, die sich durch eine 
extrem intensive Fluoreszenz mit einer Intensität >100 auszeichnet. Als Maß für die Intensität 
grün fluoreszierender Zellen wurde willkürlich eine Skala mit Werten von 0,1 bis 1000 
gewählt, in deren Bereich alle analysierten Zellen einer Population entsprechend ihrer 
Signalstärke eingeordnet wurden. 
EGFP; SbsC(aa 31-1099)-EGFP
B)
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Die Kultivierung in Anwesenheit der Kohlenstoffquelle Glycerin anstatt Glukose verringerte 
in den SL-EGFP-Kulturen lediglich die Zahl der extrem grün fluoreszierenden Zellen (FL1-
Intensität >100). 
Diese Zellpopulationen sind in der Diagrammdarstellung durch den Bereich „R2“ 
gekennzeichnet (Abb. 3.31. B, C). Während in der in Glukosemedium angezogenen Kultur 
von 500.000 untersuchten Zellen etwa 67.000 innerhalb dieses Bereiches lagen, entsprachen 
nur ca. 650 von 500.000 der in Glycerinmedium kultivierten Zellen den ausgewählten 
Kriterien. Der Anteil der Zellen mit einer nachweisbaren Grünfluoreszenz blieb mit 
durchschnittlich 25 % nahezu unverändert. Die Morphologie der SL-Assemblate in den auf 
Glycerinmedium angezogenen Hefen unterscheidet sich dabei nicht von den beobachteten 
Strukturen der in Glukosemedium kultivierten Zellen.
Abb. 3.31. FACS-Analyse SbsC(aa 31-1099)-EGFP synthetisierender S. cerevisiae
BY4741 Kulturen
Für die Durchflusszytometrie wurden je 500.000 Zellen (A, B) bzw. 
115.000 Zellen (C) einer Flüssigkultur verwendet. Für die Analyse 
wurde die DNA der Zellen mit Propidiumiodid (PI) gefärbt. RNA 
wurde durch eine RNase-Behandlung enzymatisch entfernt. 
Fluoreszenzemissionen wurden bei 507 nm (FL1, grüne Fluoreszenz) 
und 585 nm (FL3 PI, rote Fluoreszenz) gemessen.
A) S. cerevisiae transformiert mit p426-GPD-EGFP; Wachstum auf 
Glukose
B) S. cerevisiae transformiert mit p426-GPD-SbsC(aa 31-1099)-EGFP; 
Wachstum auf Glukose
C) S. cerevisiae transformiert mit p426-GPD-SbsC(aa 31-1099)-EGFP; 
Wachstum auf Glycerin
„R2“ kennzeichnet die Population an Zellen mit intensiver 
Fluoreszenz. Die an den Diagrammachsen angegeben Werte skalieren 
die bei den untersuchten Zellen aufgetretenen Fluoreszenzintensitäten. 
A) B) C)
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Das Spektrum an detektierter Fluoreszenzstärke wird willkürlich in 
die Intensitäten 0,1 (geringe Fluoreszenz) bis 1000 (sehr starke 
Fluoreszenz) eingeteilt.
Kultur Dauer der 
Kultivierung
analysierte 
Gesamtzellzahl
grün 
fluoreszierende 
Zellen (FL1)
Anteil grün 
fluoreszierender 
Zellen in %
24 h 500.000 100.000 20
48 h 500.000 100.000 20
SL-EGFP-
Glukose
72 h 500.000 150.000 30
24 h 115.000 20.000 17,4
48 h 150.000 30.000 20
72 h 120.000 40.000 33,3
SL-EGFP-
Glycerin
96 h 100.000 30.000 30
24 h 500.000 140.000 28
48 h 500.000 110.000 22
EGFP-Glukose
72 h 500.000 140.000 28
Tab. 3.2. FACS-Analyse SbsC(aa 31-1099)-EGFP synthetisierender S. cerevisiae
BY4741 Kulturen
Der Anteil der Zellen, die in der Fluoreszenzmikroskopie eine 
erkennbare Grünfluoreszenz aufweisen, liegt in den untersuchten 
Kulturen im Mittel bei etwa 25 %.
3.1.3.3. Hefedisplay ("Yeast-Display")
Für eine weiterführende Aufreinigung wurde versucht, in S. cerevisiae synthetisierte SL-
Proteine, ähnlich der Situation im homologen System, auf der Zellaußenseite zu präsentieren. 
Das Entfernen der Zelloberflächen-assoziierten Proteine kann anschließend wahlweise durch 
enzymatische Hydrolyse oder durch Applikation reduzierender Agenzien erfolgen. Ein 
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Zellaufschluss und die damit verbundenen nachfolgenden Aufreinigungsschritte würden im
Hinblick auf ein "upscaling" der SL-Produktion entfallen.
Neben einer vereinfachten Reinigung heterolog synthetisierter SL-Proteine bietet das Yeast 
Display die Möglichkeit, die in einer random-Mutagenese generierten SL-Varianten mit 
gewünschten Eigenschaften zu identifizieren und selektiv anzureichern. Hierbei soll das 
Hefedisplay vor allem für die „molekulare Evolution“ von SL-Proteinen mit metallbindenden 
Eigenschaften optimiert werden. 
Für die Sekretion von SL-Proteinen und deren Verankerung an der Zellwand der Hefezellen 
wurde der "pYD1 Yeast Display Vector Kit" (Invitrogen) verwendet. Die Leserahmen für die 
Konstrukte SbsC(aa 31-1099) und SbsC(aa 31-1099)-EGFP wurden nach Amplifikation mit den in 
Tabelle 2.1.6. angegebenen Primern in die MCS des pYD1 Vektors integriert. Parallel dazu 
erfolgte die Integration des EGFP Leserasters zwischen die XhoI- und ApaI-Schnittstelle der 
MCS. Im Ergebnis der Klonierung entstanden Plasmide, deren chimäre Konstrukte unter 
Kontrolle des durch Galaktosezusatz induzierbaren GAL1-Promotors aus S. cerevisiae stehen. 
Die Konstrukte, sowie deren Verankerung in der Hefezellwand sind in Abb. 3.32. 
schematisch dargestellt. 
Die natürlichen a und α Agglutinin Rezeptoren agieren auf der Zelloberfläche der Bäckerhefe 
als Adhäsionsmoleküle zur Stabilisierung von Zell-Zell-Interaktionen während der Fusion 
von a und α haploiden Zellen. Für die Präsentation heterolog synthetisierter Proteine nutzt das 
verwendete Display-System den a Agglutininrezeptor. Dieser besteht aus zwei 
Untereinheiten, die durch die Gene AGA1 und AGA2 kodiert werden. Das 725 aa umfassende 
Aga1-Protein wird nach der Sekretion kovalent mit dem β-Glykan der extrazellulären Matrix 
verknüpft. In den für die Versuche verwendeten Hefezellen des Stammes S. cerevisiae
EBY100 steht AGA2 unter Kontrolle des GAL1-Promotors. Aga2p, ein 69 aa großes Protein, 
bindet nach erfolgter Sekretion unter Ausbildung zweier Disulfidbrücken an 
zellwandständiges Aga1p. Fusionen am C-Terminus von Aga2p interferieren nicht mit der 
Ausbildung der Schwefelbrücken. In EBY100 Zellen ist der AGA2 Genort deletiert. Die in 
dem pYD1-Vektor durchgeführten Klonierungen resultieren in der Bildung von chimären 
Genen, in denen die integrierten Leseraster an das 3´-Ende des AGA2 Gens fusioniert sind.
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Abb. 3.32. Schematische Darstellung der in S. cerevisiae EBY100 
exprimierten SL-Fusionsproteine
A) Die für die gezeigten Fusionsproteine kodierenden Leseraster sind 
auf dem pYD1-Vektor lokalisiert. Die Synthese wird durch einen 
Wechsel der Kohlenstoffquelle von Glukose zu Galaktose induziert.
B) Schematische Darstellung der Verankerung mit der Zellwand (hier 
am Beispiel des SL-EGFP Fusionsproteins). Aga2-Fusionsproteine 
können immunologisch durch anti-Xpress
TM
-Antikörper 
nachgewiesen werden.
Die mit den Plasmiden pYD1, pYD1-EGFP, pYD1-SbsC(aa 31-1099) bzw. pYD1-SbsC(aa 31-1099)-
EGFP transformierten Hefezellen sowie untransformierte Hefen des Stammes EBY100 
wurden bis zu einer OD600 von 1 kultiviert und anschließend dreimal mit Glukose-freiem W0-
Medium gewaschen. Die Induktion der Synthese der Aga2-Fusionsproteine erfolgte nach 
Protokoll des Herstellers durch Kultivierung in Selektionsmedium mit 2 % (w/v) Galaktose 
bei 20 °C für weitere 24 h. Die OD stieg unter diesen Bedingungen in allen Kulturen nur um 
etwa 10 % auf 1,1. Für den Nachweis exponierter EGFP-Proteine auf der Zellaußenseite 
wurden pYD1, pYD1-EGFP und pYD1-SbsC(aa 31-1099)-EGFP transformierte Hefezellen 
zunächst unter induzierenden Bedingungen kultiviert. Nach Entfernen des Mediums und
serieller Inkubation mit anti-GFP-Antikörpern und Alexa Fluo-488 markierten 
Sekundärantikörpern wurden die Zellen fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Durch die 
fluoreszenzgekoppelte Immundetektion wird einerseits das Fluoreszenzsignal verstärkt. 
Andererseits gestattet die spezifische Paratop-Epitop Interaktion den selektiven Nachweis 
extrazellulär lokalisierter EGFP-Moleküle.
Etwa 40 % der EGFP exprimierenden Zellen zeigten 24 h nach dem Wechsel der 
Kohlenstoffquelle eine Affinität zu den zugesetzten Antikörpern. Dies zeigt sich anhand der 
SbsCAga2
EGFPSbsCAga2
Xpress
TM
 Epitop
S S
Aga1
EGFPSbsCAga2
Hefezelle
Zellwand
A) B)
EGFPAga2
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spezifisch an der Zellperipherie lokalisierten Grünfluoreszenz (Abb. 3.33. A). Im Gegensatz 
dazu zeigten nur etwa 2 % der mit dem Plasmid pYD1-SbsC(aa 31-1099)-EGFP transformierten 
Zellen erkennbare Fluoreszenzsignale. Die Morphologie fluoreszierender Bereiche ähnelt in 
diesem Fall dem fluoreszenzmikroskopischen Bild p426-GPD-SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
transformierter Hefen des Stammes BY4741 (siehe Abb. 3.25. B; 3.30. B). Eine Fluoreszenz 
an der Zellperipherie Aga2-SbsC(aa 31-1099)-EGFP exprimierender Hefen konnte nicht 
nachgewiesen werden.
Wurden die Zellen ohne vorherige Antikörperbehandlung bei einer Anregung von 488 nm 
untersucht, so zeigt sich im Fall der pYD1-SbsC(aa 31-1099)-EGFP transformierten Hefen ein 
unverändertes Bild (Abb. 3.30. B, D). Die in Abb. … gezeigte Verteilung der 
Fluoreszenzsignale ist demnach auf intrazellulär lokalisiertes SL-EGFP Fusionsprotein 
zurückzuführen. Bei etwa 20 % der pYD1-EGFP Transformanden konnte eine sehr schwache 
Fluoreszenz beobachtet werden, wobei die Fluoreszenzsignale diffus in der Zelle verteilt 
waren (Abb. 3.30. C). Der Anteil der auf der Zelloberfläche präsentierten EGFP-Moleküle ist 
demnach nicht ausreichend, um eine grün fluoreszierende Zellperipherie zu erzeugen. 
Hefezellen, die mit dem Vektor pYD1 transformiert wurden, zeigten nach Kultivierung unter 
identischen Bedingungen nach der Antikörperbehandlung keinerlei nachweisbare 
Grünfluoreszenz. Ebenso konnten in unbehandelten pYD1 tragenden Zellen nach Anregung 
bei 488 nm keine grünen Fluoreszenzsignale beobachtet werden. 
A)
B)
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Abb. 3.33. Fluoreszenzmikroskopie Aga2-EGFP und Aga2-SbsC(aa 31-1099)-
EGFP exprimierender Hefezellen nach Kultivierung unter 
induzierenden Bedingungen
Nach einer Kultivierung für 24 h bei 20 °C in Anwesenheit von 
Galaktose (2 % (w/v)) als C-Quelle wurden pYD1-EGFP und pYD1-
SbsC(aa 31-1099)-EGFP Transformanden mit anti-GFP-Antikörpern 
inkubiert (A, B). Nach dreimaligem Waschen der Zellen wurden diese 
mit Alexa Fluo-488 markierten Sekundärantikörpern inkubiert. 
Fluoreszenzemissionen wurden mit einem Bandpassfilter (505-
520 nm) detektiert. In C, D) wurden die Hefezellen zuvor nicht mit 
fluoreszierenden Antikörpern inkubiert
A)  S. cerevisiae EBY100 transformiert mit pYD1-EGFP; nach 
Antikörperbehandlung
B)  S. cerevisiae EBY100 transformiert mit pYD1-SbsC(aa 31-1099)-
EGFP; nach Antikörperbehandlung
C)  S. cerevisiae EBY100 transformiert mit pYD1-EGFP
D) S. cerevisiae EBY100 transformiert mit pYD1-SbsC(aa 31-1099)-
EGFP
Links abgebildet sind die zu den Fluoreszenzbildern zugehörigen 
Durchlichtaufnahmen.
Kantenlänge der Abbildungen = 80 µm
D)
C)
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Die Kultivierung der pYD1-EGFP transformierten Zellen wurde über einen Zeitraum von 
72 h von einer Abnahme des Anteils EGFP-exponierender Zellen von 10 auf nunmehr 30 % 
begleitet. Während eine Kultivierung bei 25 °C für 24 h zu einer moderaten Erhöhung der 
Zahl fluoreszierender pYD1-EGFP Transformanden führte (etwa 50 %), blieb der Anteil an 
fluoreszierenden SL-EGFP produzierenden Zellen unverändert bei etwa 2 %. Auch durch 
Erhöhung der Galaktosekonzentration auf 4 % (w/v) konnte der Anteil fluoreszierender Zellen 
in beiden Kulturen nicht gesteigert werden.
Weiterhin wurden pYD1, pYD1-EGFP und pYD1-SbsC(aa 31-1099) transformierte Kulturen 
nach Inkubation mit anti-Xpress
TM
 Antikörpern und nachfolgender Beprobung mit 
sekundären Alexa Fluo-488 Antikörpern fluoreszenzmikroskopisch untersucht. Dabei zeigten 
etwa 50 % aller pYD1 transformierten Zellen nach einer Kultivierung für 24 h bei 20 °C eine 
fluoreszierende Zellperipherie. Eine an der Zellwand lokalisierte Fluoreszenz war bei pYD1-
SbsC(aa 31-1099) transformierten Hefen nicht nachweisbar.
Der immunologische Nachweis Zelloberflächen-exponierter Fremdproteine erfolgte des 
Weiteren in einer Dot-blot Analyse (Abb. 3.34. A, B). Als Positivkontrolle wurden EBY100 
Zellen, transformiert mit „leerem“ Vektor (pYD1) verwendet. Für diesen Versuch wurden die 
auf einer Galaktosemedium enthaltenden Agarplatte gewachsenen Kolonien der jeweiligen 
Transformanden auf eine PVDF-Membran appliziert. Um ausreichende Zellmengen zu 
erhalten, wurden Temperatur (30 °C) und Kultivierungszeit (48 h) für diesen Versuch erhöht. 
Die in Abb. 3.34. (B) dargestellten Resultate der mit anti-Xpress
TM
-Antikörpern 
durchgeführten Dot-blot Analyse zeigen, dass neben der Positivkontrolle lediglich bei Aga2-
EGFP synthetisierenden Hefezellen ein positives Signal zu beobachten ist. Die 
Signalintensität ist dabei trotz etwa gleicher Zellmenge geringer als die der Positivkontrolle. 
Bei den Zellsuspensionen der SL-produzierenden Hefekulturen konnte keine 
Antikörperbindung nachgewiesen werden.
Nach einer Detektion mit anti-GFP-Antikörpern zeigten die Proben der pYD1-EGFP 
transformierten Hefen ein Signal, das Fusionsprotein Aga2-SbsC(aa 31-1099)-EGFP kann auf den 
entsprechenden Hefezellen nicht nachgewiesen werden (Abb. 3.34. A).
Nach osmotischer Lyse protoplastierter, SL-EGFP synthetisierender Hefezellen konnte in 
einer Westernblotanalyse des Lysates mit anti-GFP-Antikörpern ein etwa 140 kDa großes 
Protein detektiert werden (Abb. 3.34. C).
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Abb. 3.34. Dot-blot Analyse Aga2-Fusionsprotein exprimierender Zellen nach 
Anzucht auf festem Medium
Nach einer Kultivierung für 48 h bei 30 °C in Anwesenheit von 
Galaktose (2 % (w/v)) als C-Quelle wurden pYD1, pYD1-SbsC(aa 31-
1099) (S), pYD1-EGFP (E), und pYD1-SbsC(aa 31-1099)-EGFP (SE) 
Transformanden auf eine PVDF-Membran transferiert und mit anti-
GFP-Antikörpern (A) bzw. anti-XPress
TM
-Antikörpern (B) inkubiert. 
Das SL-EGFP Fusionsprotein kann nur nach Zellaufschluss der Hefen 
(hier mittels osmotischer Lyse nach Protoplastierung) nachgewiesen 
werden (C, Spur 1). Als Vergleich wurde die gleiche Proteinmenge 
Zelllysat einer SL-EGFP produzierenden E. coli Kultur aufgetragen 
(2). Die Detektion in C erfolgte mit anti-GFP Antikörpern. 
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 1         2
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3.2. Identifikation des SL-defizienten G. stearothermophilus Stammes 
DSM 1550
Für den Nachweis SL-tragender G. stearothermophilus Wildtypstämme wurden ü.N. Kulturen 
der Stämme ATCC 12980, DSM 13240 und DSM 1550 einer SL-Präparation unter nicht-
denaturierenden Bedingungen unterzogen. Die erhaltenen Proteinfraktionen wurden in einer 
SDS-PAGE (Abb. 3.35.) mit anschließender Coomassie-Blaufärbung analysiert. Demnach 
können bei den Stämmen ATCC 12980 und DSM 13240 dominante Proteinbanden im 
Bereich von etwa 100 kDa nachgewiesen werden. In der Proteinfraktion des Stammes DSM 
1550 hingegen ist kein abundantes Signal nachweisbar. 
Für die S-Layer einiger Bacillaceae wurde beobachtet, dass die Präsenz zweiwertiger 
Metallionen für die geordnete Assemblierung der SL-Proteinuntereinheiten sowie für die 
Aufrechterhaltung einer symmetrischen Monolage essenziell ist (96, 141). Um eine eventuelle 
Solubilisierung der Proteinpolymere während der Präparation nativer SL-Assemblate 
auszuschließen, wurden in weiteren Ansätzen bei der Isolation, Mg
2+
- und Ca
2+
-Ionen in einer 
Konzentration von jeweils 10 mM zugesetzt. Diese Maßnahme sowie die Präparation von SL-
Proteinen unter denaturierenden Bedingungen führten jedoch ebenfalls zu keiner erkennbaren 
Anreicherung einer hochmolekularen Proteinspezies. Ferner konnten in TEM-Analysen von 
Bakterienzellen des Stammes DSM 1550 keine SL-Strukturen beobachtet werden (R. Wahl, 
Max Bergmann Zentrum Dresden, persönliche Mitteilung). Nach diesen Befunden handelt es 
sich bei G. stearothermophilus DSM 1550 um einen SL-defizienten Bakterienstamm. 
Abb. 3.35. SDS-PAGE der nach nativer SL-Präparation erhaltenen 
Proteinfraktionen
245 
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Je 10 µg des SL-Isolates der G. stearothermophilus Stämme ATCC 
12980 (1), DSM 13240 (2) und DSM 1550 (3) wurden in einem 
12 %igem PAA-Gel separiert. In (3) kennzeichnet das Fehlen einer 
dominanten Proteinbande den Stamm DSM 1550 als SL-defizient.
M … Molekulargewichtsstandard
Einfluss der S-Layer auf Wachstum des authentischen Wirtes
Aufgrund der Tatsache, dass SL-Proteine mit einem Anteil von bis zu 15 % am 
Gesamtproteingehalt zu den abundanten Proteinen einer Bakterienzelle zählen, stellt deren 
Synthese einen hohen metabolischen Aufwand dar, der möglicherweise in einer verzögerten 
Zellteilungsrate resultiert. Um den Einfluss der SL-Synthese auf das Wachstum einer 
Bakterienkultur zu untersuchen, wurden die Generationszeiten SL-defizienter und SL-
tragender G. stearothermophilus Stämme verglichen. 
Erkennbare Unterschiede in den Generationszeiten zwischen dem SbsC bildenden Stamm 
ATCC 12980 und dem SL-defizienten Stamm DSM 1550 bestehen während einer in batch
Kultivierung in LB-Medium unter moderaten Wachstumsbedingungen nicht. So betragen die 
in der logarithmischen Wachstumsphase beider Kulturen ermittelten Verdopplungszeiten 
während der Kultivierung unter moderatem Schütteln (120 rpm/min) und der optimalen 
Wachstumstemperatur von 57 °C 2,7 h (ATCC 12980) und 2,9 h (DSM 1550). 
Ein erhöhter Sauerstoff-Partialdruck wurde bereits von (81) als Stressfaktor für 
G. stearothermophilus beschrieben. Oxidativer Stress kann dabei sowohl zu einem Verlust als 
auch zur Expression eines veränderten S-Layers führen. Um einen Einfluss von oxidativem 
Stress auf die Generationszeiten von G. stearothermophilus zu untersuchen, wurden 
Wachstumskurven beider Stämme während einer in batch Kultivierung unter forcierter 
Belüftung über einen Zeitraum von 18 h (Abb. 3.36.) erstellt. Der durch Kultivierung unter 
starkem Schütteln in Schikanekolben resultierende vermehrte Sauerstoffeintrag führte bei 
beiden Stämmen zu einem geringfügig verzögerten Wachstum. Die Verdopplungszeiten in 
der logarithmischen Phase betrugen für ATCC 12980 3,3 h und für DSM 1550 3,5 h. Die 
hierbei erhaltenen maximalen Zelldichten von etwa 0,65 OD600 Einheiten erreichten in etwa 
das Niveau der unter moderaten Bedingungen angezogenen Kulturen (OD600 = 0,75). 
Von Zellen des Stammes DSM 1550, die bei einem vermehrten Sauerstoffeintrag kultiviert 
wurden, konnten keine SL-Proteine isoliert werden. Generell fiel bei den Untersuchungen zur 
Bestimmung der Vermehrungsrate der Zellen in einer in batch Kultur auf, dass sowohl die 
unter moderaten Bedingungen als auch die unter erhöhter Luftzufuhr ermittelten 
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Wachstumskurven keine ausgeprägte Plateauphase erkennen lassen. Vielmehr ist unmittelbar 
nach dem Erreichen der maximalen Zelldichte eine kontinuierliche Abnahme der Zellzahl zu 
beobachten. Über den beobachteten Zeitraum konnte in den untersuchten Kulturen keine 
Ansäuerung des Mediums festgestellt werden.
Abb. 3.36. Wachstumskurven der Stämme G. stearothermophilus ATCC 
12980 und DSM 1550
100 ml Medium wurden mit einer OD600 von 0,01 beimpft. Die 
Sauerstoffsättigung wurde durch eine Kultivierung in 300 ml 
Schikanekolben bei 200 rpm/min realisiert.
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3.3. Das SL-Protein des Stammes G. stearothermophilus DSM 13240
3.3.1. Identifikation eines SL-Gens im Stamm G. stearothermophilus DSM 13240
Neben dem in seiner Domänenstruktur bereits aufgeklärten SbsC Protein aus 
G. stearothermophilus ATCC 12980 sollten für eine Erweiterung der Kollektion an zur 
Verfügung stehenden SL-Sequenzen neue, für bakterielle Hüllproteine kodierende Gene 
isoliert werden. Die Kenntnis der DNA-Sequenz ist Voraussetzung für ein gentechnisches 
Design der SL-Assemblate durch gerichtete Mutagenese.
Die für die N-terminalen 270 aa des SbsC Proteins kodierende DNA-Sequenz zeigt eine 
ausgeprägte Homologie von 83,3 % zu dem 5´-Bereich des sbsA Gens, weshalb eine, die bp-
Positionen 1-810 umfassende Region des sbsC-ORF für eine Datenbanksuche verwendet 
wurde (siehe Anhang, Abb. A.4.). Anhand von Sequenzvergleichen mit der chromosomalen 
DNA des für die Genom-Sequenzierung von G. stearothermophilus verwendeten Stammes 
DSM 13240 konnte ein 3210 bp umfassender Leserahmen identifiziert werden (siehe Anhang, 
Abb. A.6.). Dieser kodiert für ein 1069 aa großes putatives Protein mit einem berechneten 
Molekulargewicht von 113 kDa. Wie der Sequenzvergleich auf Proteinebene zeigt, besteht 
zwischen der Primärstruktur des SbsC Proteins und des im Weiteren als S13240 bezeichneten 
Proteins innerhalb der N-terminalen 270 aa eine Identität von 95,6 %. Weiterhin unterscheidet 
sich der N-Terminus von S13240 analog zu SbsC in mehr als 40 Positionen von der 
Primärstruktur von SbsA(aa 1-270), was einer Identität von mehr als 83 % entspricht. Bei einem 
Vergleich der Primärstrukturen von SbsC, SbsA und S13240 sind C-terminal der Aminosäure 
Isoleucin 270 keine Sequenzhomologien feststellbar (siehe Anhang, Abb. A.4.)
Neben der signifikanten Ähnlichkeit der N-terminalen 270 aa umfassenden Sequenz von 
S13240 zu Hüllproteinen verschiedener G. stearothermophilus-Stämme weist die S13240-
Primärstruktur in einem Bereich ab der Aminosäureposition 248 bis 949 eine ausgeprägte 
Homologie zu dem äußeren Zellwandprotein (OWP; "outer cell wall protein"; gi: 80066/ 
P09333; (173)) von Brevibacillus (B.) brevis (syn. Bacillus brevis) auf. In diesem Abschnitt 
ist die S13240-Sequenz mit dem 1004 aa großen OWP (aa 118-812) zu 52 % identisch (siehe 
Anhang, Abb. A.7.). SbsC und OWP weisen hingegen nur eine Identität von 20 % zueinander 
auf. 
Im Gegensatz zu der in der zentralen Region der SbsC-Primärstruktur (aa 472-549) 
vorkommenden bakteriellen Immunglobulin-G homologen Domäne der Gruppe 2 können im 
Ergebnis der BLAST-Analyse innerhalb der S13240-Sequenz keine putativen, konservierten 
Domänen gefunden werden.
Ergebnisse
115
3.3.1.1. Identifikation der Promotorregion des s13240 Gens
In einer Direktsequenzierung genomischer DNA des Stammes DSM 13240 zunächst mit dem 
Primer S1340int0rev sowie nachfolgend unter Verwendung der Primer 13240uporfrev, 
13240uporf2rev und 13240uporf6for gelang die Identifikation einer 5´seitig des s13240-
Startcodons gelegenen, 598 bp umfassenden DNA-Region. Ein Vergleich dieser Region mit 
den bereits sequenzierten Abschnitten des Genoms von G. stearothermophilus DSM 13240 
führte nicht zur Identifikation einer identischen Sequenz. Dies zeigt, dass bisher keine 
vollständige Sequenzinformation für das Genom dieses Stammes zur Verfügung steht. 
Vergleiche des 5´-seitig des s13240-Startcodons gelegenen DNA-Bereiches mit der 
Promotorregion (bp –272 bis +1) des sbsC-Gens (gi: 4581955, AF055578) sowie der 5´-
nichtkodierenden Region des sgsE-Gens (gi:17834091, AF328862) ergaben eine Homologie 
von jeweils über 90 % (siehe Anhang, Abb. A.5.).
3.3.2. Charakterisierung des Oberflächenproteins von G. stearothermophilus DSM 13240
Wie bereits im Abschnitt 3.2. erwähnt, führt die an eine Gua-HCl Behandlung ganzer Zellen 
anschließende Dialyse des 40.000 * g Überstandes zum Erhalt von Proteinaggregaten. Deren 
initiale Analyse mittels SDS-PAGE führte zum Nachweis einer abundanten Proteinbande 
(Abb. 3.37. B). Die Größe des Proteins entspricht in etwa dem berechneten Molekulargewicht 
des S13240 Proteins von 113 kDa. 
Abb. 3.37. Identifikation des Hüllproteins von G. stearothermophilus
DSM 13240
MW [kDa] M              1            2
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A) REM-Aufnahme ganzer Zellen
Zellen des Stammes G. stearothermophilus DSM 13240 weisen eine 
durchschnittliche Länge von 4-6 µm sowie eine Breite von etwa 
500 nm auf. (Balken = 2 µm)
B) Im PAA-Gel (7,5 % (w/v), Coomassie-Blau gefärbt) wurden 
vergleichend je 5 µg der nach nativer (1) sowie nach denaturierender 
(5 M Gua-HCl) Präparation (2) erhaltenen Proteinfraktionen 
analysiert. Bei beiden Präparationen kann ein abundantes Protein im 
Bereich von 110 kDa nachgewiesen werden.
M … Molekulargewichtsstandard
Die am Institut für Biochemie der TU Dresden (Prof. van Pée) durchgeführte N-terminale 
Sequenzierung ergab die in Abb. 3.38. (B) dargestellte Peptidsequenz. Danach beginnt 
authentisches S13240 Protein mit der Aminosäure Threonin, was infolge des Fehlens des 
Initial-Methionins auf eine Prozessierung schließen lässt. 
Abb. 3.38. N-terminale Sequenz des nach SL-Präparation angereicherten 
110 kDa Proteins des Stammes DSM 13240.
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A) 5 µg der renaturierten Proteinfraktion (S13) wurden in einem SDS 
PAA-Gel (PAA-Konzentration: 10 % (w/v)) separiert und 
anschließend mit Coomassie-Blau gefärbt. Der graue Pfeil 
kennzeichnet die in Spur S13 für die N-terminale Sequenzierung 
durch Edman-Abbau verwendete Proteinbande (ca. 110 kDa). 
B) Die durch Proteinsequenzierung erhaltene Sequenz, beginnend mit 
der Position 1 (Threonin). 
M … Molekulargewichtsstandard
Vergleicht man die erhaltene Sequenz mit der Aminosäuresequenz, die durch den 3210 bp 
umfassenden Leserahmen kodiert wird, so beginnt das mature, putative S13240 SL-Protein 
mit der Aminosäureposition 32 (siehe Anhang, Abb. A.4.). Raster- und transmissions-
elektronenmikroskopische Untersuchungen der dialysierten Proteinfraktion zeigten zumeist 
röhrenförmige Assemblatstrukturen mit einem Durchmesser von etwa 350 nm. Anhand einer 
näheren Betrachtung dieser "Nanotubes" konnten Strukturen mit einer regelmäßigen 
Symmetrie identifiziert werden.
Des Weiteren wurden Assemblate untersucht, die im Ergebnis unterschiedlicher 
Renaturierungsbedingungen erhalten wurden. In der Dialyse wurden dabei die Parameter 
Salzkonzentration und pH-Wert variiert. Aufgrund einer optimalen Wachstumstemperatur des 
Stammes DSM 13240 von 65 °C kann von einer entsprechenden Temperaturstabilität des 
Assemblierungsprozesses ausgegangen werden. Untersuchungen zum 
Assemblierungsverhalten von SbsC in einem Temperaturbereich von 4 °C bis 60 °C führten 
zu regelmäßig strukturierten Proteinassemblaten mit vergleichbarer Symmetrie (124).
3.3.2.1. Renaturierung bei verschiedenen Salzkonzentrationen
Für die elektronenmikroskopische Analyse in vitro erzeugter S13240-Assemblate wurden 
Hüllproteine durch Inkubation ganzer Zellen mit 5 M Gua-HCl, pH 8,0 reversibel denaturiert. 
Die nach Dialyse gegen dH2O; 10 mM Tris-HCl, pH 7,0 sowie gegen 10 mM Tris-HCl, 
10 mM MgCl2, 10 mM CaCl2, pH 7,0 renaturierten S13240 Proteinfraktionen zeigten in 
elektronenmikroskopischen Analysen röhrenförmige Assemblate, deren Dimensionen 
untereinander vergleichbar sind (Abb. 3.39.). Die Dialyse erfolgte jeweils in gleichen 
Volumina über einen Zeitraum von 20 h bei 8 °C.
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Abb. 3.39. AFM- und REM-Analyse in vitro reassemblierter Hüllproteine des 
Stammes G. stearothermophilus DSM 13240: Renaturierung in 
Anwesenheit verschiedener Salzlösungen 
Ganze Zellen wurden mit 5 M Gua-HCl, pH 8,0 inkubiert (A-C). Die 
dabei solubilisierten authentischen Hüllproteine wurden gegen 
Lösungen mit neutralem pH Wert dialysiert.
Neben der Ausbildung von Röhrenstrukturen mit einem Durchmesser 
von 300-400 nm ist bei Dialyse der unter sauren Bedingungen 
(pH 4,0) solubilisierten SL-Assemblate (D-F) u.a. auch die 
Entstehung flächiger Assemblate (*) zu beobachten. Ein Einfluss 
zweiwertiger Metallionen auf die Morphologie der Assemblate ist 
nicht erkennbar. 
Die Reassemblierung der SbsC-Monomerlösung erfolgte ü.N. bei 8 °C 
gegen das 1000fache Volumen an dH2O (A, D); 10 mM Tris-HCl, pH 
7,0 (B, E) sowie gegen 10 mM Tris-HCl, 10 mM MgCl2, 10 mM 
CaCl2, pH 7,0 (C, F). 
A, B, C, F, … REM-Aufnahmen
D, E … AFM-Aufnahmen
Balken in A, B = 2 µm; in C, F = 1 µm
Kantenlänge in D = 2 µm; in E = 3 µm
A) B) C)
D) E) F)
*
*
*
*
*
*
*
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3.3.2.2. Renaturierung bei verschiedenen pH-Werten
Aufgrund der Tendenz der bei pH 8,0 denaturierten S13240-Proteine zur Ausbildung 
röhrenförmiger Assemblatstrukturen, erfolgte im Weiteren die Untersuchung zum Einfluss 
des pH-Wertes auf die Morphologie in vitro generierter Proteinaggregate in dH2O bei 
Dialyse-pH-Werten von 5,0; 7,0; und 9,0. 
Wie vergleichende REM-Aufnahmen zeigen, sind in den Proben, welche bei einem neutralen 
pH-Wert dialysiert wurden, die für S13240 charakteristischen Röhrenstrukturen (siehe 
Abb. 3.39.) präsent. Diese finden sich in reduzierter Anzahl auch bei den in Anwesenheit 
eines leicht sauren pH-Wertes reassemblierten Proteinproben wieder (Abb. 3.40. A). Bei 
einem pH-Wert von 9,0 treten nach der Renaturierung Röhren sowie flächige Strukturen 
("SL-sheets") auf (Abb. 3.40. B). In der TEM-Analyse Uranylacetat-kontrastierter Proteine 
der pH 9,0-Probe konnten flächige Proteinlagen im µm
2
-Maßstab mit einer regelmäßigen 
Symmetrie identifiziert werden, die in Abb. 3.41. dargestellt sind. Anhand einer Fourier-
Analyse ließ sich für reassembliertes S13240 eine schräge Symmetrie mit einer 
Gitterperiodizität von 14 nm nachweisen (Abb. 3.41. B). Die durch Fourier-Transformation 
erhaltene Information ist in Abb. 3.41. (C2) graphisch dargestellt. Durch Drehung dieser 
Abbildung um 180° wird wiederum eine identische Anordnung erreicht, weshalb der 
analysierten SL-Schicht eine schräge Symmetrie zugewiesen werden kann.
Proteinfraktionen, die bei pH-Werten von 5,0 und 7,0 renaturiert wurden, zeigten neben den 
bereits in der REM-Analyse nachgewiesenen Röhrenstrukturen mit einem Durchmesser von 
etwa 350 nm keine vergleichbaren SL-Lagen.
Ergebnisse
120
Abb. 3.40. Elektronenmikroskopie in vitro reassemblierter Hüllproteine des 
Stammes G. stearothermophilus DSM 13240: Renaturierung bei 
verschiedenen pH-Werten
Ganze Zellen wurden mit 5 M Gua-HCl, pH 8,0 inkubiert. Die dabei 
solubilisierten authentischen Hüllproteine wurden gegen Lösungen 
mit A) saurem pH Wert (pH 5,0) und B) schwach basischem pH-Wert 
(pH 9,0) dialysiert.
Während nach Dialyse bei pH 5,0 Röhrenbildung zu beobachten ist, 
entstehen im Ergebnis der Renaturierung bei pH 9,0 flächige 
Assemblate.
A, B1-5, … REM-Aufnahmen
B6 … TEM-Aufnahme Uranylacetat-kontrastierter S-Layer.
Balken in A = 2 µm; in B3 = 10 µm; in B4 = 4 µm; in B5 = 700 nm; 
in B6 = 500 nm
5,6 µm
A)
B1)
5,6 µm
B1)
B3)
B5)
B6)
B4)
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Abb. 3.41. TEM-Aufnahmen in vitro reassemblierter Hüllproteine des 
Stammes G. stearothermophilus DSM 13240: Dialyse in Gegenwart 
von 10 mM Tris, pH 9,0
Ganze Zellen wurden mit 5 M Gua-HCl, pH 8,0 inkubiert. Die dabei 
solubilisierten authentischen Hüllproteine wurden gegen Lösungen 
mit basischem pH-Wert (pH 9,0) dialysiert.
Die Kontrastierung der Proben erfolgte mit Uranylacetat für 3 min.
A, B) TEM-Aufnahme von flächigen S13240 Assemblaten
Rote Pfeile in A kennzeichnen die symmetrische Ausrichtung der 
periodisch angeordneten Poren. Der rot umrandete Bildausschnitt 
zeigt das Ergebnis der Fourier-Transfomration (FFT) und 
Rücktransformation (inverse FFT) der darunter liegenden SL-Schicht.
C) Bild 1 zeigt die invertierte Darstellung des in B rot umrandeten 
Bereiches (FFT). Die die schräge Symmetrie kennzeichnenden 
Bildpunkte sind in 2 hervorgehoben. 
3.3.2.3. Reassemblierung in Gegenwart von Ethanol
Die außergewöhnliche Stabilität der SL-Assemblate sowie das ausgeprägte Bestreben der 
S13240 Proteine, zu regelmäßig strukturierten Assemblaten zu aggregieren, zeigt sich an der 
Ausbildung röhrenförmiger Proteinstrukturen nach Dialyse in Gegenwart von 50 % (v/v) 
Ethanol (Abb. 3.42.). Die dabei generierten Nanotubes lassen bis auf einen leicht vergrößerten 
Röhrendurchmesser (450-490 nm) keine veränderte Morphologie zu den in dH2O 
entstandenen Assemblaten (Ø 350 nm) erkennen.
C)21
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Abb. 3.42. AFM-Aufnahmen in vitro reassemblierter Hüllproteine des 
Stammes G. stearothermophilus DSM 13240: Dialyse in Gegenwart 
von 50 % (v/v) Ethanol
Ganze Zellen wurden mit 5 M Gua-HCl, pH 8,0 inkubiert. Die dabei 
solubilisierten authentischen Hüllproteine wurden gegen Ethanol 
dialysiert. Die gebildeten Zylinderstrukturen besitzen einen 
Durchmesser zwischen 450-490 nm. Im Gegensatz dazu beträgt die 
Breite der Röhren, welche nach Dialyse gegen dH2O beobachtet 
wurden, maximal 350 nm.
Kantenlänge von A = 4 µm, von B = 3,4 µm
Schließlich wurde untersucht, ob S13240-Proteine, die nach Inkubation ganzer Zellen mit 5 M 
Gua-HCl-Lösung und einem pH-Wert von 4,0 solubilisiert wurden, eine Tendenz zur 
Ausbildung flächiger Assemblate zeigen. Wie bereits für SbsC-Monomere beobachtet wurde, 
renaturieren die unter sauren Bedingungen isolierten S13240-Monomere nach Dialyse bei 
einem pH Wert von 7,0 zu relaxierten Zylinderstrukturen sowie zu flächigen Assemblaten. 
Wurden die bei einem pH Wert von 4,0 isolierten authentischen SL-Monomere in einer 
Größenausschlusschromatographie unter denaturierenden Bedingungen gereinigt, so ließen 
sich in den resultierenden, S13240-enthaltenden FPLC-Fraktionen nach Dialyse gegen dH2O 
jedoch keine relaxierten Strukturen mehr beobachten. Lediglich röhrenförmige 
Assemblatstrukturen wurden detektiert. Gleiche Befunde ergaben sich bereits für 
authentisches SbsC (siehe 3.1.2.1.).
A) B)
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3.3.2.4. Nachweis posttranslationaler Modifikationen
Wie bereits für das SL-Protein SbsC beschrieben, wurde S13240 hinsichtlich eventueller 
posttranslationaler Modifikationen analysiert.
Färbenachweis von Glykoproteinen
Unter Verwendung eines Glukosidase-Nachweises sowie einer Zucker-spezifischen in gel
Färbung wurde authentisches S13240 nach reversibler Denaturierung auf das Vorhandensein 
von Kohlenhydratresten untersucht (Abb. 3.43.)
Beide Untersuchungen ergaben keinerlei Hinweise auf Glykosylierungen des S13240-
Proteins. Wie in Abb. 3.43. (1) zu sehen, ist neben dem SL-Protein eine weitere abundant 
auftretende Proteinbande bei etwa 60 kDa zu erkennen, die in der Diskussion (Seite 173) 
näher erläutert wird.
Abb. 3.43. Nachweis glykosylierter Proteine
A) Nach Separation der durch Gua-HCl Behandlung isolierten 
Oberflächenproteine von G. stearothermophilus DSM 13240 in einem 
10 %igen (w/v) PAA-Gel und anschließendem Transfer auf eine 
PVDF-Membran erfolgte die kohlenhydratspezifische DIG-
Markierung. Die Detektion DIG-markierter Proteinbanden wurde 
durch Alkalische Phosphatase-gekoppelte anti-DIG Antikörper 
realisiert.
Als Positivkontrolle wurden die Glykoproteine Fetuin (48,4 kDa) und 
Transferrin (74 kDa) eingesetzt.
B) Kohlenhydratseitenketten sowohl O- als auch N-glykosylierter 
Proteine wurden durch enzymkatalysierte Hydrolyse entfernt. Die 
245 
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MW [kDa]    5        6       M
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   1      2             3     4
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lokal an immobilisierten Glykoproteinen auftretende 
Glukosidaseaktivität kann durch einen spezifischen Färbenachweis 
und Detektion unter UV-Licht (254 nm) sichtbar gemacht werden. 
Glykosylierte Proteine im Proteinstandard dienen als Positivkontrolle.
1 … 6 µg renaturierte S13240-Proteinfraktion
2 … 10 µg renaturierte S13240-Proteinfraktion
3 … Fetuin (Glykoprotein-Referenz)
4 … Transferrin (Glykoprotein -Referenz)
5 … 10 µg renaturierte S13240-Proteinfraktion
6 … 10 µg renaturierte S13240(aa 1-1069)-Proteinfraktion, synthetisiert 
in E. coli BL21(DE3) (Negativkontrolle)
Der graue Pfeil markiert das S13240 SL-Protein.
M … Proteinstandard Candy Cane
TM
 Glycoprotein Molecular Weight Standard
ML … 10 kDa-Leiter (MBI Fermentas) 
Färbenachweis von Phosphoproteinen
Der Nachweis eventueller Phosphorylierungen an authentischem S13240 erfolgte unter 
Verwendung eines Phosphatgruppen-spezifischen in gel Färbenachweises (Abb. 3.8.). 
Anhand der Färbung ist zu erkennen, dass Ovalbumin (MW = 29 kDa) bereits in einer 
Konzentration von 500 ng als Phosphoprotein nachweisbar ist. Neben diesem als 
Positivkontrolle eingesetzten Protein waren in den SL-Präparaten trotz einer 20-40fach 
höheren Proteinkonzentration keine Signale nachweisbar. Der fehlende Phosphatgruppen-
spezifische Nachweis bei authentischen als auch heterolog erzeugten SL-Proteinen weist 
demnach auf unphosphorylierte Proteine hin.
3.3.3. Klonierung des s13240(aa 1-1069) Leserasters in den Vektor pET17b und heterologe 
Expression in E. coli
Der nach der BLAST-Analyse (6) erhaltene 3210 bp umfassende ORF wurde mit den Primern 
S13240forVsp und S13240revXho amplifiziert und über die Restriktionsschnittstellen NdeI 
und XhoI in die MCS des E. coli Expressionsvektors pET17b integriert. VspI und NdeI 
geschnittene DNA weisen zueinander kompatible Enden auf. Die anschließende 
Sequenzierung ergab eine 100 %ige Identität zu dem in der Datenbank (4) identifizierten 
s13240 ORF. Die vollständige Sequenz der für das S13240 Protein kodierenden DNA ist im 
Anhang (Abb. A.6.) abgebildet. 
Im Anschluss an die Transformation des Stammes E. coli BL21(DE3) mit dem Plasmid 
pET17b-S13240 erfolgte die Kultivierung und heterologe Expression des s13240-Gens bei 
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30 °C über Nacht. Die nach IPTG-Zusatz für 18 h kultivierten E. coli Zellen wurden nach 
mechanischer Lyse in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren in einer SDS-PAGE analysiert. In 
Abb. 3.44. ist nach der "high-level" Expression des s13240-ORF das Auftreten einer 
abundanten Proteinbande zu erkennen, die bei einem Molekulargewicht von etwa 113 kDa 
migriert (Abb. 3.44.). Das Laufverhalten des heterolog synthetisierten Proteins in der SDS-
PAGE ist mit dem des authentischen Hüllproteins vergleichbar. Durch Zentrifugation des 
E. coli Zelllysates bei 12.000 * g kann das Protein, analog zu rekombinantem SbsC Protein, in 
der Pelletfraktion angereichert werden.
Abb. 3.44. Heterologe Expression des S13240-Präcursorproteins in E. coli: 
Anreicherung des Proteins in der Pelletfraktion
Nach mechanischer Zelllyse S13240(aa 1-1069) produzierender E. coli
BL21(DE3) Zellen und anschließender Zentrifugation bei 12.000 * g 
wurde die Pelletfraktion in 5 M Gua-HCl resuspendiert. Nach einem 
weiteren Zentrifugationsschritt bei 40.000 * g erfolgte die Dialyse des 
resultierenden Überstandes gegen das 1.000fache Volumen an dH2O 
für 20 h bei 8 °C.
1 … 10 µg renaturiertes Hüllprotein aus 
G. stearothermophilus DSM 13240
2 … 10 µg der renaturierten Pelletfraktion S13240(aa 1-1069)
        produzierender E. coli Zellen
Der graue Pfeil markiert das S13240 SL-Protein.
M … Molekulargewichtsstandard
MW [kDa]     M          1         2 
200
119 
66 
43 
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Eine weiterführende Reinigung des 113 kDa großen S13240 "full-size" Proteins von 
Proteinen des E. coli Lysates und eventuell auftretenden Abbauprodukten wurde durch eine 
Größenausschlusschromatographie unter denaturierenden Bedingungen erreicht. Dazu wurde 
zunächst die nach Zentrifugation des Zelllysates erhaltene Sedimentfraktion in 5 M Gua-HCl 
resuspendiert. Die Proteine des aus einer Zentrifugation bei 40.000 * g resultierenden 
Überstandes wurden schließlich in einer FPLC mit 3 M Gua-HCl als Laufmittel fraktioniert. 
S13240-Protein enthaltende Fraktionen (F38-F45) wurden in einer Dialyse gegen dH2O 
renaturiert und elektronenmikroskopisch analysiert. Im Gegensatz zu den gelegentlich 
auftretenden Artefakten der nicht gereinigten S13240-Proteinsuspension zeigt die REM-
Analyse der bei einem Elutionsvolumen von 42 ml erhaltenen FPLC-Fraktion keine 
derartigen Verunreinigungen. Wie in Abb. 3.45. zu erkennen ist, können wie auch bei 
authentischem S13240 Protein, röhrenförmige Assemblate mit einem Durchmesser zwischen 
300 und 400 nm und einer durchschnittlichen Länge von 3 µm nachgewiesen werden.
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Abb. 3.45. FPLC der S13240-Proteinfraktionen aus E. coli und 
G. stearothermophilus DSM 13240
A) 4 mg des S13240-Isolates aus E. coli BL21(DE3) bzw. 10 mg 
authentisches S13240 wurden in 3 M Gua-HCl solubilisiert. Proteine 
wurden in einer Sephacrylmatrix nach ihrem Molekulargewicht 
getrennt. Als Laufmittel wurde 3 M Gua-HCl, pH 7,5 verwendet. Der 
Lauf erfolgte mit einer Flussrate von 0,5 ml/min.
(F) … Elutionsfraktion à 1 ml (Die Zahl gibt das Elutionsvolumen in 
ml an, bei der die jeweilige Fraktion gesammelt wurde.)
S13240(aa 1-1069) -Isolat aus E. coli
S13420-Isolat aus G. stearothermophilus
9 µm 9 µm
E) F)
15 µm
G)
Ergebnisse
129
Die Pfeile im Elutionsdiagramm kennzeichnen jeweils den SL-Protein 
spezifischen Peak. Die Elution der S13240-Monomere beginnt nach 
etwa 38 ml (F38).
B, C) Renaturierte Pelletfraktion S13240(aa 1-1069) produzierender 
E. coli Zellen 
Neben Röhrenstrukturen sind im mikroskopischen Bild 
Verunreinigungen in Form von Artefakten sichtbar.
B: REM-Aufnahmen; C: AFM-Aufnahme
REM-Aufnahme (D) bzw. TEM (E, F, G) des FPLC gereinigten 
S13240(aa 1-1069) Proteins (hier Fraktion F42) nach Dialyse gegen 
dH2O. 
Für die TEM-Analyse wurden die Proteine in einer Ammonium-
Molybdat-Lösung (3 % (w/v)), pH 7,5 negativ gefärbt. Die 
abgebildeten Röhren besitzen einen Durchmesser von etwa 350 nm.
Balken in B = 4 µm, in D = 1 µm
Kantenlänge von C = 3,2 µm
3.3.4. Synthese des S13240(aa 31-1069) Proteins im heterologen System
Aufgrund der zum Zeitpunkt der Klonierung fehlenden Daten der N-terminalen Sequenz des 
authentischen S13240 Proteins wurden für eine Synthese maturer S13240 Proteine die N-
terminalen 30 aa auf DNA-Ebene deletiert. Dies erfolgte aufgrund der für matures SbsC- und 
matures SbsA-Protein bekannten Ergebnisse der Proteinsequenzierung (72, 82)). Da das 
SbsC-Präcursorprotein in den N-terminalen 65 aa zu 100 % mit S13240 identisch ist, wurden 
für die heterologe Synthese des reifen S13240 Proteins in Analogie zu SbsC die Aminosäuren 
1 bis 30 deletiert. Die Integration der für das Protein S13240(aa 31-1069) kodierenden DNA 
erfolgte aufgrund erheblicher Klonierungsschwierigkeiten unter Verwendung des TOPO-
Cloning Kitsystems (Invitrogen). Das nach Amplifikation mit den Primern 
matS13240TOPOfor und S13240TOPOrev erhaltene PCR-Produkt wurde in den bakteriellen 
Expressionsvektor pET101/D-TOPO integriert. Die Induktion der Expression einer mit dem 
Plasmid pET101-S13240(aa 31-1069) transformierten E. coli BL21(DE3) Kultur erfolgte in 
Analogie zur Expression der in die Vektoren pET17b und pET3a einklonierten Konstrukte. 
Im Unterschied zu dem Auftreten einer abundanten Proteinbande, wie nach der Expression 
des s13240 "full-size" Leserasters zu beobachten war, führte die Kultivierung pET101-
S13240(aa 31-1069) transformierten E. coli BL21(DE3) in Anwesenheit von IPTG nicht zu einer 
Proteinbande in vergleichbarer Intensität. Vielmehr ist in Abb. 3.46. eine vergleichsweise 
schwache zusätzliche Bande im Bereich oberhalb von 100 kDa nachweisbar. Wie die SDS-
PAGE nach Coomassie-Blaufärbung weiterhin zeigt, kann dieses Protein nach Zentrifugation 
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des Zelllysates selbst bei 20.000 * g nicht in der Sedimentfraktion angereichert werden. Eine 
SL-Präparation in Anwesenheit zweiwertiger Metallionen (10 mM CaCl2 und 10 mM MgCl2) 
führte zu keiner Anreicherung des Proteins im Pellet.
Abb. 3.46. Expression des s13240(aa 31-1069) ORF in E. coli
18 h nach Induktion der Expression des s13240(aa 31-1069) Gens wurden 
Zellen mechanisch mittels French-press lysiert. Das erhaltene 
Zelllysat wurde anschließend bei 20.000 * g zentrifugiert. Je 10 µg 
Protein des Überstandes (ÜS) und der Pelletfraktion (P) wurden in 
einer SDS-PAGE (PAA-Konzentration: 10 % (w/v)) separiert und mit 
Coomassie-Blau gefärbt.
Im Gegensatz zu s13240(bp 1-3210) exprimierenden E. coli Zellen kann 
S13240(aa 31-1069) nicht in der Pelletfraktion angereichert werden 
(grauer Pfeil). Das Protein mit einem Molekulargewicht von 110 kDa 
ist nach dem Zellaufschluss auch in Anwesenheit zweiwertiger 
Metallionen in der löslichen Fraktion präsent (nicht gezeigt).
M … Molekulargewichtsstandard
3.3.5. Synthese des S13240(aa 31-1069)-EGFP Fusionsproteins in E. coli
Um zu überprüfen, ob das Fehlen einer dominanten Proteinbande in einer SDS-PAGE Folge 
eines Proteinabbaus ist, wurde der für S13240(aa 31-1069) kodierende Leserahmen in frame mit 
dem EGFP-ORF fusioniert. Dafür wurde zunächst der EGFP-Leserahmen über die 
Schnittstellen XhoI und Bpu1102I in pET17b integriert. Anschließend erfolgte die Klonierung 
des s13240(aa 31-1069) Leserasters in das Plasmid pET17b-EGFP über die Schnittstellen NheI 
und XhoI. 
MW [kDa]          M          P        ÜS         P          ÜS        M
                  0 h                     18 h
245 
123
77 
42 
30
25,4 
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Bereits während der Präparation der SL-Proteine fiel auf, dass sich nach Zentrifugation des 
Lysates S13240(aa 31-1069) sowie S13240(aa 31-1069)-EGFP produzierender E. coli Zellen keine für 
cytosolisch assemblierte SL-Proteine charakteristische Schicht in der Pelletfraktion bildete. 
Die Synthese eines 137 kDa großen Fusionsproteins konnte dennoch nachgewiesen werden 
(Abb. 3.47.) Darüber hinaus besaß das Zelllysat eine intensive Grünfluoreszenz. Die 
Zentrifugation des Lysates  S13240(aa 31-1069)-EGFP exprimierender E. coli Zellen bei 
20.000 * g führte zudem zu einem stark grün fluoreszierenden Überstand, während die 
Sedimentfraktion nur eine sehr schwache Fluoreszenzintensität aufwies. Anhand der in 
Abb. 3.48. gezeigten Westernblotanalyse mit anti-GFP-Antikörpern sind neben der das 
Fusionsprotein repräsentierenden Bande bei etwa 137 kDa noch weitere abundante Signale 
bei etwa 100 kDa, 70 kDa und 50 kDa zu erkennen. Zudem sind diese mit anti-GFP-
Antikörpern reagierenden Proteine nach Zentrifugation des Zelllysates bei 20.000 * g in der 
löslichen Fraktion lokalisiert. Die Anwesenheit des Proteaseinhibitors AEBSF (1 mM 
Endkonzentration) während der gesamten Präparation führte zu keinem veränderten Ergebnis 
des immunologischen Nachweises. Dieses für S13240(aa 31-1069)-EGFP charakteristische 
Verteilungsmuster GFP-spezifischer Signale ist im Zelllysat von E. coli bereits 1 h nach 
Zusatz von IPTG zur Kultur nachweisbar (Abb. 3.48.). In elektronenmikroskopischen 
Untersuchungen des Cytosols sowie der Pelletfraktion konnten keine, den SL-Assemblaten 
von S13240 ähnliche Strukturen beobachtet werden. Auch die S13240(aa 31-1069)-EGFP 
Expression in E. coli Zellen, welche hinsichtlich der Translation seltener Codons optimiert 
wurden (E. coli BL21(DE3) RIPL, Invitrogen), führte zu dem bereits in Abb. 3.46. gezeigten 
Ergebnis. Neben der das "full-size" S13240(aa 31-1069)-EGFP Konstrukt repräsentierenden 
Bande können bereits bei einer Analyse von 1 µg des Fusionsprotein-haltigen Lysates 
mindestens drei weitere Signale gleicher Intensität nachgewiesen werden. In SbsC(aa 31-1099)-
EGFP Fraktionen werden niedermolekulare, anti-GFP affine Proteine hingegen erst ab einer 
analysierten Proteinmenge von etwa 10 µg im Westernblot detektiert (siehe Abb. 3.49.).
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Abb. 3.47. Expression des s13240(aa 31-1069)-EGFP ORF in E. coli
s13240(aa 31-1069)-EGFP exprimierende E. coli Zellen (2) zeigen nach 
SDS-PAGE des Zelllysates im Vergleich zu pET17b Transformanden 
(1) im Bereich oberhalb der 123 kDa Markierung eine zusätzliche 
Proteinbande (grauer Pfeil). Für die Analyse wurden jeweils 10 µg 
Zelllysat in einer SDS-PAGE (PAA-Konzentration 10 % (w/v)) 
separiert und mit Coomassie-Blau gefärbt.
M … Molekulargewichtsstandard
Abb. 3.48. Zeitabhängige Synthese von S13240(aa 31-1069)-EGFP in E. coli
Von einer S13240(aa 31-1069)-EGFP exprimierenden E. coli BL21(DE3) 
Kultur wurden 1 h, 2 h und 4 h nach Zusatz von 0,5 mM IPTG jeweils 
gleiche Zellmengen entnommen und mechanisch aufgeschlossen. Je 
10 µg der nach Zentrifugation des Lysates bei 12.000 * g erhaltenen 
Überstands- (ÜS) und Pelletfraktionen (P) wurden in einem 
Westernblot mit anti-GFP-Antikörpern untersucht. Das Fusionsprotein 
(137 kDa; grauer Pfeil) kann bereits 1 h nach Induktion als lösliches 
             P     ÜS      ÜS        P        ÜS        P        ÜS        P
           0 h                 1 h                  2 h                  4 h
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77 
42 
M   1    2MW [kDa] 
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77 
42
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Protein in der Überstandsfraktion nachgewiesen werden. Das Pellet 
wurde zuvor in 5 ml dH2O resuspendiert (Proteinkonzentration: 
1 µg/µl). Das Volumen des Überstandes betrug ebenfalls 5 ml 
(Proteinkonzentration: 4 µg/µl). Eine vor der Induktion genommene 
Probe (0 h) zeigt keine Signale im Westernblot. Zur Separation der 
Proteine wurde ein 10 % (w/v) PAA-Gel verwendet. 
Signale im Bereich zwischen 137 kDa und 30 kDa treten bereits nach 
einer einstündigen Expression auf. Die unterhalb von 137 kDa 
auftretenden Signale könnten das Ergebnis einer N-terminalen 
Degradation des Fusionsproteins repräsentieren. 
Abb. 3.49. Westernblotanalyse der SL-EGFP Fusionsproteine
Für die Westernblotanalyse mit anti-GFP-Antikörpern wurde jeweils 
1 µg des Zelllysates S13240(aa 31-1069)-EGFP (1) bzw. SbsC(aa 31-1099)-
EGFP (2) produzierender E. coli Kulturen eingesetzt.
Isolation des 137 kDa umfassenden S13240(aa 31-1069)-EGFP Proteins durch FPLC 
cytosolischer Proteine unter denaturierenden Bedingungen
Hierbei sollte untersucht werden, ob die in der Westernblotanalyse nachgewiesenen 
niedermolekularen EGFP-Proteine die Assemblierung des SL-Fusionsproteins negativ 
beeinflussen. Dafür wurden zunächst die cytosolischen Proteine einer s13240(aa 31-1069)-EGFP
exprimierenden E. coli Kultur nach Zellaufschluss und Zentrifugation des Lysates bei 
20.000 * g von unlöslichen Proteinen getrennt. Der dabei erhaltene Überstand wurde in Gua-
HCl-Lösung in einer Endkonzentration von 3 M Gua-HCl aufgenommen. Die dadurch 
denaturierten Proteine wurden schließlich in einer Größenausschlusschromatographie 
separiert. Die Dialyse S13240(aa 31-1069)-EGFP enthaltender Fraktionen erfolgte gegen dH2O. 
Unter den in der Chromatographie gewählten Parametern konnte in der FPLC das "full-size" 
 1        2 MW [kDa] 
115,5
82,2 
48,8 
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S13240(aa 31-1069)-EGFP Protein von weiteren GFP-Epitop-markierten Proteinen abgetrennt 
werden (Abb. 3.50. A).
In den in Abb. 3.50. gezeigten REM-Aufnahmen S13240(aa 31-1069)-EGFP enthaltender 
Proteinfraktionen waren neben punktförmigen Strukturen vereinzelt auch kurze 
röhrenförmige Proteinassemblate zu erkennen. 
Abb. 3.50. REM-Analyse des FPLC-gereinigten S13240(aa 31-1069)-EGFP 
Fusionsproteins
A) Westernblotanalyse mit anti-GFP-Antikörpern der FPLC-
Fraktionen F44-F48. Das Fusionsprotein wurde von 
niedermolekularen anti-GFP affinen Proteinen separiert.
F0 … Suspension vor der FPLC
M … Molekulargewichtsstandard
Fusionsprotein enthaltende FPLC-Fraktionen wiesen eine 
Proteinkonzentration von 20 ng/µl auf. Nach der Zentrifugation der 
renaturierten Fraktionen konnte kein Pellet erhalten werden. 
B, C) Neben Agglomeraten im Nanometer-Maßstab sind vereinzelt 
kleinere Röhrenstrukturen (hier Fraktion F45) zu beobachten (*).
Balken in B = 1 µm; in C = 2 µm
B) C)
*
115,5
64,2 
A)
F0  F44         F46         F48MW [kDa] 
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Untersuchungen zum Löslichkeitsverhalten des renaturierten Fusionsproteins S13240(aa 31-
1069)-EGFP nach Dialyse in Gegenwart von S13240
In den folgenden Untersuchungen wurde die nach Zentrifugation bei 40.000 * g erhaltene 
cytosolische Fraktion einer S13240(aa 31-1069)-EGFP synthetisierenden E. coli Kultur mit einer
in 6 M Gua-HCl solubilisierten S13240-Monomerlösung (isoliert aus G. stearothermophilus
DSM 13240) zu gleichen Proteinanteilen gemischt und über Nacht gegen 10 mM Tris-HCl, 
pH 8,0 dialysiert. Im Anschluss wurden unlösliche Proteine durch Zentrifugation bei 
20.000 * g sedimentiert. Überstand und Proteine der Pelletfraktion wurden in einer 
Westernblotanalyse mit anti-GFP-Antikörpern analysiert.
Hierbei sollte untersucht werden, inwieweit assemblierungsfähiges S13240 Protein in der 
Lage ist, als Kristallisationskeim für eine geordnete Aggregation des Fusionsproteins zu 
wirken. Wie die in Abb. 3.51. dargestellten Ergebnisse der Zentrifugation renaturierter Proben 
bei 20.000 * g zeigen, ist das "full-length" Protein nach einer Dialyse in Anwesenheit von 
authentischem S13240 in nachweisbaren Mengen im Sediment vertreten. Der Hauptanteil des 
Proteins befindet sich jedoch nach wie vor in der löslichen Fraktion. Die bereits im Cytosol 
nachgewiesenen, niedermolekularen Proteinbanden wiesen eine zum Fusionsprotein 
identische Verteilung auf, weshalb nicht von einer Ausbildung heteromerer S-Layer 
ausgegangen werden kann.
Abb. 3.51. Renaturierung des Zelllysates S13240(aa 31-1069)-EGFP 
produzierender E. coli Zellen in Anwesenheit von 
reassemblierungsfähigem S13240
S13240(aa 31-1069)-EGFP enthaltende 20.000 * g Überstandsfraktionen 
wurden in Gua-HCl Lösung (Endkonzentration 3 M) resuspendiert. 
Die anschließende Dialyse gegen dH2O wurde in Anwesenheit 
gleicher Proteinkonzentrationen an authentischem S13240 (1) und
S13240(aa 1-1069) (2) durchgeführt. Als Kontrolle wurde das Lysat ohne 
115,5
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64,2 
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Zusatz an reassemblierungsfähigen SL-Monomeren renaturiert (3). 
Nach erfolgter Dialyse wurden die Proteinsuspensionen bei 20.000 * g 
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 1 ml dH2O resuspendiert. 
Das Volumen des Überstandes betrug 2 ml.
Für die Westernblotanalyse mit anti-GFP-Antikörpern wurden 10 µl 
der jeweiligen Fraktion aufgetragen.
P … Pelletfraktion
ÜS … Überstand
Untersuchungen zum Löslichkeitsverhalten des renaturierten Fusionsproteins S13240(aa 31-
1069)-EGFP nach Dialyse in Gegenwart von SbsC bzw. SbsC-12His
Analog zur Dialyse denaturierter cytosolischer Proteine einer S13240(aa 31-1069)-EGFP 
produzierenden E. coli Kultur in Anwesenheit von assemblierungsfähigem S13240 Protein 
wurden die Proteine des Überstandes mit einer SbsC-haltigen, 6 M Gua-HCl Lösung im 
Verhältnis 1:1 gemischt. Die in diesem Versuch verwendete SbsC-Proteinfraktion wurde auf 
die Proteinkonzentration der S13240(aa 31-1069)-EGFP enthaltenden Suspension eingestellt. 
Damit wurde gewährleistet, dass SbsC-Monomere gegenüber dem S13240(aa 31-1069)-EGFP 
Fusionsprotein im molaren Überschuss vorhanden sind. Nach Zentrifugation des Dialysates 
wurden Pellet- und Überstandsfraktion in einem Westernblot analysiert (Abb. 3.52.) Hierbei 
ist zu erkennen, dass keine EGFP-markierten Fusionsproteine in den Assemblierungsprozess 
von SbsC involviert sind. S13240(aa 31-1069)-EGFP kann auch in Gegenwart von SL-
Monomeren in der Dialyse nicht in einem Schwerefeld von 20.000 * g pelletiert werden.
Abb. 3.52. Renaturierung des Zelllysates S13240(aa 31-1069)-EGFP 
produzierender E. coli Zellen in Anwesenheit von authentischem 
SbsC
115,5
64,2 
  ÜS        P         ÜS          P 
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S13240(aa 31-1069)-EGFP enthaltende 20.000 * g Überstandsfraktionen 
wurden in Gua-HCl (Endkonzentration 3 M) resuspendiert. Die 
anschließende Dialyse gegen dH2O wurde in Anwesenheit von 
authentischem SbsC (1) durchgeführt. Als Kontrolle wurde das Lysat 
ohne Zusatz reassemblierungsfähiger SL-Monomere renaturiert (2). 
Nach erfolgter Dialyse wurden die Proteinsuspensionen bei 20.000 * g 
zentrifugiert. Das erhaltene Pellet wurde in 1 ml dH2O resuspendiert. 
Das Volumen des Überstandes betrug 2 ml.
Für die Westernblotanalyse mit anti-GFP-Antikörpern wurden 5 µl der 
jeweiligen Fraktion aufgetragen.
P … Pelletfraktion
ÜS … Überstand
3.3.6. Expression des Fusionsproteins S13240(aa 31-1069)-EGFP in S. cerevisiae
Die für das Fusionsprotein S13240(aa 31-1069)-EGFP kodierende DNA-Sequenz wurde in den 
Vektor p426-GPD kloniert. Dafür wurde s13240(aa 31-1069) nach Integration über die 
Schnittstellen BamHI und KpnI in frame mit dem EGFP-ORF fusioniert.
Für die Analyse der Lokalisation gebildeter Fusionsproteine wurden Hefetransformanden 
fluoreszenzmikroskopisch analysiert. Zumeist wurde eine diffuse Verteilung der Fluoreszenz 
beobachtet, die mit dem homogenen Fluoreszenzmuster EGFP exprimierender Hefezellen 
vergleichbar ist. Auffällig ist, dass Fluoreszenzsignale oft an der Zellperipherie konzentriert 
sind. Selten finden sich Zellen, deren Morphologie fluoreszierender Strukturen bisher nicht 
beobachtet wurde. Auffällig sind hierbei punkt- bis häkchenförmige Bereiche mit starker 
Intensität. Ausgeprägte nadelförmige, starr anmutende Strukturen wie sie in SbsC(aa 31-1099)-
EGFP produzierenden S. cerevisiae Transformanden auftreten, konnten bei s13240(aa 31-1069)-
EGFP exprimierenden Hefen nicht nachgewiesen werden. Die Westernblotanalyse mit anti-
GFP-Antikörpern in Abb. 3.53. zeigt eine Anreicherung des Fusionsproteins in der 
Cytoplasmafraktion p426-GPD-S13240(aa 31-1069)-EGFP transformierter Hefen. Nach 
Zentrifugation des durch osmotische Lyse erhaltenen Zelllysates bei 20.000 * g ist der 
Großteil des Proteins in der löslichen Fraktion lokalisiert. Die im Lysat S13240(aa 31-1069)-
EGFP exprimierender E. coli Zellen beobachteten niedermolekularen Signale im Westernblot 
können in Hefe nicht nachgewiesen werden.
Ergebnisse
138
Abb. 3.53. Synthese des S13240(aa 31-1069)-EGFP Fusionsproteins in Hefe
A) Fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen zeigen, dass neben einer 
an EGFP-exprimierende Hefen erinnernde Fluoreszenzverteilung 
vereinzelt auch Zellen mit distinkt erscheinenden 
Fluoreszenzbereichen (*) nachweisbar sind.
Kantenlänge der Abbildungen = 80 µm (Inserts = 7,5 µm)
B) Immunologischer Nachweis des in Hefe gebildeten 
Fusionsproteins.
Hefeklone, die nach Transformation mit dem Plasmid p426-GPD-
S13240(aa 31-1069)-EGFP eine grüne Fluoreszenz aufwiesen, wurden 
nach Kultivierung in Glukose-haltigem Medium protoplastiert und 
A)
*
*
*
*
115,5
MW [kDa]  ÜS          P                     
B)
48,8 
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durch osmotische Lyse in Anwesenheit von Proteaseinhibitoren 
aufgeschlossen. Von der nach Zentrifugation bei 20.000 * g erhaltenen 
Pellet (P)- und Überstandsfraktion (ÜS) wurden je 20 µg in einem 
Westernblot mit anti-GFP-Antikörpern analysiert. Neben einer Bande 
im Bereich von 137 kDa konnten ein Signal unterhalb von 30 kDa 
detektiert werden, welches EGFP (27 kDa) repräsentiert.
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IV. Diskussion
SL-Proteine bilden durch Selbstassemblierung eine geschlossene Proteinmembran auf der 
Zelloberfläche vieler Bakterien. S-Layer Gram (+) Bakterien sind nicht-kovalent mit 
Kohlenhydrat-Makromolekülen (SCWP) verknüpft. Für die Bindung an die Zellwand sind die 
im N-terminalen Bereich vieler SL-Proteine lokalisierten SLH-Domänen verantwortlich. 
Diese, etwa 50-60 aa umfassenden Motive besitzen mit Ausnahme der S-Layer der 
B. sphaericus Stämme eine positive Nettoladung, die im Kontrast zur negativen 
Gesamtladung des Proteins steht. Zumeist besitzen SL-Proteine drei SLH-Domänen, im Fall 
des SL-Proteins SbpA von B. sphaericus CCM1177 konnten vier Wiederholungen der für die 
Zellwandbindung verantwortlichen Domänen identifiziert werden (64). Eine Deletion der 
SLH-Domänen führt zu einem Verlust der Zellwandbindung, während die Fähigkeit zur 
Selbstassemblierung nicht beeinflusst wird. Neben S-Layern wurden SLH-Domänen auch im 
C-terminalen Bereich von Zell-assoziierten Exoenzymen Gram (+) Bakterien nachgewiesen 
(141). 
Im Gegensatz zu den meisten SL-Proteinen Gram (+) Bakterien besitzen die Hüllproteine der 
G. stearothermophilus Wildtypstämme sowie der Gattung Lactobacillus keine SLH-Motive 
(141). Mit Ausnahme des SL-Proteins SbsB des Stammes G. stearothermophilus PV72/p2 ist 
der N-terminale Bereich aller bisher bekannten G. stearothermophilus Hüllproteine hoch 
konserviert und darüber hinaus im Gegensatz zur übrigen Primärstruktur des SL-Proteins in 
α-Helices organisiert. Diese N-terminalen Bereiche zeichnen sich durch einen hohen Gehalt 
an den basischen Aminosäuren Arginin und Lysin aus. Aufgrund der dadurch vermittelten 
positiven Nettoladung ist die N-terminale Domäne für die direkten elektrostatischen 
Wechselwirkungen mit dem negativ geladenen SCWP verantwortlich (141). 
Die chemische Komposition des SCWP ist bei allen untersuchten G. stearothermophilus
Wildtypstämmen identisch. Der hohe Gehalt an Tyrosin in dem 270 aa umfassenden N-
terminalen Bereich der SL-Proteine dieser Stämme ist zudem für die Interaktion mit N-
acetylierten Zuckern der SCWP über Wasserstoffbrückenbindungen verantwortlich. Wie 
bereits für SLH-tragende SL-Proteine berichtet, sind auch die N-Termini der S-Layer der 
G. stearothermophilus Wildtypstämme nicht in den Assemblierungsprozess involviert (71, 72, 
141).
Als Grundlage für die gentechnische Herstellung Edelmetall-affiner S-Layer wurde das 
Hüllprotein SbsC verwendet. Neben der apathogenen Natur des authentischen SbsC-
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tragenden Organismus sowie der Fähigkeit, unter in vitro Bedingungen in einem 
Temperaturbereich von 4 bis 70 °C zu assemblieren, repräsentiert SbsC unter den 
Hüllproteinen der G. stearothermophilus Wildtypstämme das bislang einzige bekannte SL-
Protein, dessen kodierende DNA-Sequenz ohne authentische transkriptionelle 
Regulatorregionen und ohne eigenes Sekretionssignal stabil in E. coli kloniert werden kann 
(71). Die Überexpression selbstassemblierender rekombinanter SL-Proteine im heterologen 
System ist Voraussetzung für die Herstellung gentechnisch veränderter Proteinmembranen, da 
SL-defiziente Varianten von G. stearothermophilus nicht transformiert werden konnten. 
Der erstmals von Jarosch et al. (2000) (72) charakterisierte S-Layer SbsC des Stammes
G. stearothermophilus ATCC 12980 lässt sich in 5 M Gua-HCl Lösung bei neutralem pH-
Wert reversibel in seine Monomere zerlegen und von der Zellwand ablösen. Während der 
Dialyse gegen eine gepufferte 50 mM Tris-HCl-Lösung, pH 7,5 reassemblieren SbsC-
Monomere präferenziell zu zylindrischen sowie seltener zu flächigen Assemblaten mit 
schräger (p2-) Symmetrie. 
Untersuchung des authentischen SbsC-Proteins
Aufgrund der für einen technischen Einsatz zugrunde liegenden Anforderung, 
Proteinmembranen mit definierter Morphologie zu erzeugen, wurde zunächst untersucht, 
welche Parameter während der Renaturierung Einfluss auf die Gestalt in vitro erzeugter SbsC-
S-Layer haben.
Untersuchungen zur in vitro-Reassemblierungskinetik der S-Layer der Bacillaceae zeigten, 
dass die Assemblierung in Lösung mit einer schnell ablaufenden Initialphase beginnt, in deren 
Ergebnis oligomere Präcursor entstehen. Danach erfolgt eine vergleichsweise langsame 
Zusammenlagerung, die zur Bildung von Assemblaten mit Dimensionen im µm-Bereich führt 
(69). 
Wie in elektronenmikroskopischen Untersuchungen der vorliegenden Arbeit (Abb. 3.5.) zu 
erkennen war, führt die Renaturierung der SbsC-Proteine zunächst zur Bildung flächiger 
Assemblate. Erst nach einer Dialysedauer von mehr als 12 h bei 4-8 °C konnten erste 
Röhrenstrukturen beobachtet werden. Um unter diesen Bedingungen die Ausbildung 
röhrenförmiger Assemblate zu unterdrücken, ist es beispielsweise denkbar, die SL-Lösung 
nach partieller Dialyse mit Dialysepuffer zu verdünnen. Der Assemblierungsprozess an den 
bereits bestehenden Assemblaten würde so eventuell verlangsamt werden. Anhand der 
Aufnahmen ist jedoch nicht erkennbar, ob die identifizierten Aggregate eine symmetrische 
Struktur aufweisen. In 3.1.1. wurde untersucht, inwieweit Variationen der Salzkonzentration 
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sowie des pH-Wertes des Dialysepuffers mit einer veränderten Assemblatmorphologie 
korrelieren. Ferner wurden Untersuchungen zur Renaturierung in Gegenwart zweiwertiger 
Metallionen durchgeführt. Schließlich wurde überprüft, ob eine Änderung des pH-Wertes der 
für die Isolation authentischer SbsC-Proteine verwendeten Denaturierungslösung zu einem 
veränderten Assemblierungsverhalten der SL-Monomere führt.
Im Gegensatz zu SL-Proteinen der B. sphaericus Stämme (162) ist die Präsenz zweiwertiger 
Metallionen für die Reassemblierung der SbsC-Monomere in Lösung nicht essenziell. 
Allerdings wird die Selbstassemblierung in Gegenwart zweiwertiger Metallionen in 
Konzentrationen von 10 mM auch nicht erkennbar negativ beeinflusst. Wie im Ergebnis der 
Untersuchungen festgestellt wurde, erfolgt der Assemblierungsprozess Gua-HCl-
solubilisierter SbsC-Proteine parallel zur Renaturierung der Monomerlösung sowohl während 
der Dialyse gegen dH2O als auch gegen ungepufferte Salzlösungen mit pH-Werten zwischen 
5,0-9,0. Authentische Hüllproteine, die durch Gua-HCl-Behandlung bei einem pH-Wert von 
8,0 isoliert wurden, reassemblieren zu Röhrenstrukturen. Ein Einfluss auf die Morphologie 
und Dimensionen der gebildeten Assemblate ist weder durch die Anwesenheit von 
Metallionen während der Renaturierung noch durch Änderungen des pH-Wertes der 
Dialyselösung erkennbar.
Auffällig war, dass nach einer Lagerdauer von mehr als drei Tagen bei 4-8 °C eine vermehrte 
Bildung von Assemblaten mit zylindrischer Form zu beobachten war. In den unmittelbar an 
die 14-stündige Dialyse anschließenden elektronenmikroskopischen Analysen der 
renaturierten Proteinfraktion wurden hingegen zumeist amorphe Strukturen nachgewiesen. 
Hierbei handelt es sich aller Wahrscheinlichkeit nach um SL-Assemblate, die kinetisch stabil, 
jedoch thermodynamisch labil sind. Als Folge einer Umkristallisation, wie für S-Layer einiger 
Bacillus-Stämme beobachtet wurde (A. Blüher, TU Dresden, persönliche Mitteilung), 
entstehen schließlich die für SbsC charakteristischen Nanotubes. 
Ein bedeutender Aspekt der mit SL-Proteinen erzeugten biomimetischen Oberflächen ist ihre 
relative Stabilität gegenüber einer Denaturierung infolge chemischer und physikalischer 
Einflüsse. So ergaben Untersuchungen von Toca-Herrera et al. (2004) (171), dass an 
hydrophile Siliziumoberflächen adhärierte SbpA-S-Layer nach Behandlung mit 80 %igem 
(v/v) Ethanol ihre kristalline Struktur verlieren. Durch Entfernen des Ethanols und 
Behandlung der SL-Schicht mit CaCl2-Puffer wurde eine regelmäßige Struktur 
wiederhergestellt. Im Gegensatz dazu waren die chemische Denaturierung bei einem pH-Wert 
von 3,0 sowie die physikalische Denaturierung bei 70 °C irreversibel.
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In der vorliegenden Arbeit konnte gezeigt werden, dass authentisches SbsC nach Dialyse 
gegen 50 %igem (v/v) Ethanol zu Strukturen assembliert, deren Morphologie mit jener der in 
dH2O entstandenen Assemblate identisch ist. Auch eine Langzeitlagerung in 50 %igem (v/v) 
Ethanol führte weder zu Veränderungen der Anzahl der Assemblate noch zu veränderten 
Assemblatformen. Diese Ergebnisse belegen einerseits, dass das Bestreben der SL-
Monomere, geordnet zu aggregieren, auch unter Bedingungen erfolgt, die denaturierend auf 
Proteine wirken. Die selbst in Anwesenheit hoher Alkoholkonzentrationen zu beobachtende 
ausgeprägte Stabilität der Assemblate ist für eine technische Nutzung der S-Layer von 
außerordentlicher Bedeutung, da eine Kontamination der SL-Suspension bzw. SL-
beschichteter Oberflächen nicht notwendigerweise durch Zugabe von hochgiftigem NaN3
verhindert werden muss.
Durch Inkubation der Zellen mit 5 M Gua-HCl werden neben Hüllproteinen auch andere, 
nicht-kovalent mit der Zellwand verbundene Proteine abgelöst. So führte die Behandlung der 
Stämme G. stearothermophilus ATCC 12980 und DSM 2358 mit 2 M Gua-HCl zur Ablösung 
Zellwand-assoziierter Exoamylasen, während die Integrität der S-Layer unter diesen 
Bedingungen teilweise erhalten blieb (47). Für die Isolation der S-Layer unter 
denaturierenden Bedingungen wurden bisher 5 M Gua-HCl-Lösungen mit neutralem bzw. 
schwach basischem pH-Wert (pH 8,0) verwendet. Sekundäre Zellwandpolymere können 
hingegen durch saure Hydrolyse von dem Mureinsacculus entfernt werden (137). 
In der vorliegenden Arbeit wurden Hüllproteine des Stammes ATCC 12980 unter 
Verwendung einer Gua-HCl-Lösung mit einem im sauren Bereich liegenden pH-Wert 
solubilisiert. In Vorversuchen konnten nach Dialyse gegen 10 mM Tris-HCl, pH 4,0 
röhrenförmige Assemblate nachgewiesen werden. Hierbei war die Menge an Nanoröhren im 
Vergleich zu den bei pH-Werten zwischen 5,0 und 9,0 dialysierten Proben deutlich reduziert. 
Anhand dieser Versuche wurde vermutet, dass ein pH-Wert von 4,0 zu einer beginnenden 
irreversiblen Denaturierung der SbsC-Proteine führt. 
Die Dialyse der bei einem pH-Wert von 4,0 solubilisierten SbsC-Fraktion führte zu 
Röhrenstrukturen mit einem Durchmesser von 70-100 nm. Ferner wurden relaxierte 
Zylinderstrukturen sowie flächige Assemblate beobachtet. Eine Ursache für das Auftreten 
veränderter Assemblatstrukturen könnte in einer reduzierten Menge an renaturierbarem und 
damit assemblierungsfähigem SL-Protein zu finden sein, was möglicherweise zu einer 
veränderten Assemblierungskinetik in der Initialphase der Reassemblierung führt. Die 
Ausbildung von (unregelmäßig strukturierten) S-Layern aufgrund des gelegentlichen Einbaus 
partiell denaturierter Monomere kann nahezu ausgeschlossen werden, da die bei einem pH-
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Wert von 8,0 isolierten SbsC-Proteine in Anwesenheit eines sauren Dialysepuffers nicht zu 
flächigen Assemblaten kristallisieren. Wahrscheinlicher ist, dass bei der Behandlung der 
Zellen mit 5 M Gua-HCl-Lösung, pH 4,0 neben Hüllproteinen weitere Zellwandbestandteile 
isoliert wurden. Eine partielle Hydrolyse der Kohlenhydratketten der SCWP könnte erklären, 
weshalb es zu Veränderungen in der Morphologie in vitro generierter Assemblate kommt. So 
könnten Bestandteile des SCWP innerhalb des Assemblates als Spacer zwischen den 
Untereinheiten agieren und damit zu relaxierten Strukturen führen. 
Beispielsweise wurde für das SL-Protein SbsB gezeigt, dass der Zusatz des SCWP´s des 
Stammes G. stearothermophilus PV72/p2 die Formation der Assemblierungsprodukte 
inhibiert, weshalb SL-Monomere auch nach dem Entfernen des denaturierenden Agens in der 
löslichen Fraktion verbleiben. Ähnliche Effekte wurden erzielt, wenn lediglich eine der N-
acetylierten Zuckerkomponenten des SCWP´s zugesetzt wurde. Geringe Konzentrationen an 
SCWP-spezifischen Kohlenhydraten in der Monomerlösung führten zur bevorzugten 
Ausbildung flächiger Assemblate auf festen Oberflächen (136). Schließlich könnten unter 
diesen Bedingungen neben einer hypothetischen Co-Isolation von SCWP auch andere 
Zellwand-assoziierte Exoproteine irreversibel denaturiert werden und in dieser Form während 
der Dialyse mit dem Assemblierungsprozess interferieren. 
In bisherigen Untersuchungen konnte die Bildung relaxierter SbsC-Assemblatstrukturen nur 
durch vorherige enzymatische Proteolyse der SL-Monomere (solubilisiert in 2M Gua-HCl) 
mit Endoproteinase Glu-C beobachtet werden (48). Anhand von C-terminal an das SbsC-
Protein (aa 31-920) anfusionierten antigenen Bindungsstellen wurde (29) dokumentiert, dass 
der C-Terminus der chimären SL-Untereinheiten innerhalb der symmetrisch strukturierten 
Assemblate für die jeweiligen Antikörper zugänglich ist. Somit ragt der C-terminale Bereich 
der SbsC-Monomere aus der Ebene der SL-Proteinschicht hinaus. Des Weiteren wurde 
beobachtet, dass eine Überschreitung der Gesamtlänge des SbsC-Proteins (aa 31-1099) als 
Folge C-terminaler Fusionen mit Veränderungen der Gitterkonstanten der rekombinanten 
Assemblate einhergeht (D. Pum, Universität Wien, persönliche Mitteilung).
Die aus ATCC 12980 isolierte Hüllproteinfraktion migriert in einer SDS-PAGE in dem für 
matures SbsC (aa 31-1099) berechneten Molekulargewichtsbereich von 112 kDa. Gleiche 
Befunde wurden von Novotny et al. (2004) (114) erzielt, in denen matures SbsC deutlich 
unterhalb der 116 kDa-Bande des Molekulargewichtsstandards migrierte. Beobachtungen von 
Egelseer et al. (1996, 2000, 2001) (44, 45, 47), nach denen matures SbsC ein 
Molekulargewicht von 122 kDa aufweist, konnten nicht verifiziert werden. Das stellenweise 
Auftreten einer Doppelbande ist möglicherweise Folge einer partiellen Rückfaltung 
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unvollständig mit SDS beladener SL-Proteine. So konnte bereits durch Zarschler (2005) (191)
gezeigt werden, dass beide Banden das gleiche Protein repräsentieren. Das alternative 
Laufverhalten könnte somit Folge einer ausgeprägten Tendenz zur Eigenfaltung auch unter 
denaturierenden Bedingungen sein. Diese Vermutung korreliert mit Befunden, die nach 
Dialyse einer SbsC-Monomerlösung gegen 50 %igen (v/v) Ethanol beobachtet wurden. Eine 
Erhöhung der Mercaptoethanol- bzw. DTT-Konzentration im Gelladepuffer zeigte aufgrund 
des Fehlens von Cysteinen in SbsC keinen Effekt auf das Laufverhalten des Proteins im Gel. 
Posttranslationale Modifikationen des authentischen SbsC-Proteins, wie Phosphorylierungen 
oder Glykosylierungen ließen sich in der vorliegenden Arbeit nicht nachweisen. 
Ferner wurde während der Kultivierung auf den Zusatz von Glukose bzw. Stärke zum 
Medium verzichtet, weshalb vorrangig Aminosäuren metabolisiert wurden. Das von Egelseer 
et al. (2001) (44) beobachtete spontane Auftreten glykosylierter Formen des SbsC-Proteins 
konnte unter gewählten in batch Kultivierungsbedingungen nicht verifiziert werden. 
Unterstützend dazu wurde die hitzeinduzierte Glykosylierung von SbsC durch Novotny et al. 
(2004) (113, 114) widerlegt. Da E. coli nicht zur Glykosylierung von Proteinen befähigt ist 
(16, 27, 74), lassen sich folglich auch bei heterolog synthetisiertem SbsC(aa 31-1099) keine 
glykosylierten Formen nachweisen.
Als Ursache für das eventuelle Ausbleiben eines Phosphatnachweises bei authentischem SbsC 
könnten Phosphatasen vermutet werden. Jedoch ist eher unwahrscheinlich, dass unter den 
denaturierenden Bedingungen der SL-Isolation Phosphatasen enzymatisch aktiv sind. Eine 
reversible Denaturierung und damit eine Reaktivierung der Enzymaktivität nach der Dialyse 
kann aber nicht völlig ausgeschlossen werden. Da die SL-Isolation unter denaturierenden 
Bedingungen nicht von einem Zellaufschluss begleitet wird, ist nicht von einer Präsenz 
größerer Mengen an cytosolischen Phosphatasen in der SL-Fraktion auszugehen. Sowohl die 
Denaturierung als auch die Dialyse der für den Nachweis einer Phosphorylierung isolierten 
SL-Proteine erfolgte bei einem pH-Wert von 8,0, weshalb eine Hydrolyse von Phosphatestern 
bzw. Phosphorsäureanhydridbindungen ausgeschlossen werden kann. Da das Auftreten 
phosphorylierter SL-Proteine bisher lediglich für das Bakterium Aeromonas hydrophila
beschrieben wurde (168), ist diese Art der posttranslationalen Modifikation eher als eine 
Besonderheit anzusehen.
Klonierung und heterologe Expression des SbsC-Proteins in E. coli
Matures SbsC (aa 31-1099) wird in E. coli ohne erkennbare toxische Effekte gebildet (72). Es 
assembliert im Cytosol der Wirtszelle zu röhrenförmigen Aggregaten, weshalb das Protein 
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nach dem Zellaufschluss und Zentrifugation bei 12.000 * g in der Pelletfraktion präsent ist. In 
vivo gebildete Assemblate wurden bisher nicht auf das Vorhandensein einer Symmetrie 
untersucht.
Wie bereits von Jarosch et al. (2000) (72) beschrieben wurde, ist im Gegensatz zu den SL-
Genen sbsA und sbsB in E. coli eine stabile Klonierung des sbsC-Leserasters ohne die 93 bp 
umfassende Signalsequenz und ohne authentischen Transkriptionsterminator möglich (72). 
Dieser Befund waren ein Argument, SbsC als Grundlage für ein gentechnisches Design von 
SL-Proteinen zu verwenden. Allerdings erwies sich auch die Klonierung des sbsC-Leserasters 
sowie der chimären Konstrukte als außergewöhnlich ineffizient. Gleiche Befunde wurde für 
die SL-Gene sbsA und sbsB beschrieben (83). Weitere Gründe für eine Expression SbsC-
basierter SL-Chimäre in E. coli sind:
- Eine genetische Instabilität in E. coli aufgrund von direkten Sequenzwiederholungen 
(direct repeats), wie für die SL-Gene aus A. salmonicida (36) und L. brevis (177)
gezeigt, konnte für das sbsC-Gen nicht nachgewiesen werden. 
- Ein proteolytischer Abbau des heterolog synthetisierten SbsC-Proteins wurde bislang 
nicht dokumentiert. 
Darüber hinaus sind SbsA, SbsB (jeweils die Präcursorformen) und SbsC (matures Protein) 
die einzig bekannten SL-Proteine, deren heterologe Synthese von der Formation von SL-
Assemblaten im Cytosol der Wirtszellen begleitet wird (71, 81, 82). Die Bildung von 
inclusion bodies, wie für das SL-Protein SbpA beschrieben, konnte bislang bei keinem der in 
E. coli produzierten G. stearothermophilus-SL-Proteine beobachtet werden.
Die Analyse des Zelllysates SbsC(aa 31-1099) bildender E. coli Zellen in einer SDS-PAGE zeigte 
das Auftreten einer dominanten Proteinbande im Bereich von 112 kDa. Wie beispielsweise 
für das SL-Protein aus L. acidophilus beschrieben, wird die heterologe Expression von SL-
Proteinen in E. coli oftmals von Degradationsprozessen begleitet (25). Abbaubanden ließen 
sich anhand der Coomassie-Blaufärbung des Gels jedoch nicht nachweisen. Auch die von 
Jarosch et al. (2001) (71) durchgeführte Westernblot-Analyse sbsC-exprimierender E. coli
Zellen ergab keine Hinweise für eine proteolytische Degradation. 
Heterolog synthetisiertes SbsC zeigte eine zu dem authentischen Protein identische 
Assemblierungscharakteristik. Proteine des E. coli Lysates interferieren folglich nicht mit der 
geordneten Formation der SL-Monomere. Jedoch konnten nach Dialyse der unter sauren 
Bedingungen denaturierten, heterolog synthetisierten SbsC-Proteine keine flächigen 
Assemblate beobachtet werden. Darüber hinaus geht die Fähigkeit zur Ausbildung von SL-
Schichten infolge der Selbstassemblierung authentischer SL-Monomere verloren, nachdem 
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diese in einer FPLC aufgereinigt wurden. Wahrscheinlich werden im Verlauf der Isolation 
authentischer Hüllproteine mit Gua-HCl zusätzlich Bestandteile der äußeren 
Zellwandbegrenzung präpariert, deren Anwesenheit in der Dialyse zu veränderten 
Assemblatformen führt.
Gerichtete Mutagenese des SbsC-Proteins
Im Gegensatz zu dem von Breitwieser et al. (2002) (29) für die Konstruktion des SL-
Birkenpollenallergen-Fusionsproteins verwendeten C-terminal trunkierten SbsC(aa 31-920)
wurde für die Herstellung der in der vorliegenden Arbeit erzeugten chimären Konstrukte das 
mature SbsC-Protein (aa 31-1099) verwendet. Hierbei sollte untersucht werden, inwieweit 
Extensionen am C-Terminus mit der Morphologie in vitro gebildeter Assemblate 
interferieren. Die Synthese der in Abb. 3.9. schematisch dargestellten Fusionsproteine 
SbsC(aa 31-1099)-EGFP, SbsC( aa 31-1099)-12His und SbsC( aa 31-1099)-HspA in E. coli resultierte in 
dem Auftreten unlöslicher Proteinaggregate, die nach Denaturierung mit Gua-HCl reversibel 
während einer Dialyse gegen dH2O zu symmetrisch strukturierten, röhrenförmigen 
Assemblaten aggregieren. Die zu maturem SbsC identische physikochemische Charakteristik 
der Fusionsproteine zeigt, dass die bis zu 240 aa umfassenden C-terminalen Extensionen die 
Assemblierung nicht inhibieren. 
Jedoch nimmt mit zunehmender Länge des anfusionierten Partnerproteins der Durchmesser 
der SL-Röhren ab. Während das im Vergleich zu maturem SbsC um 121 aa verlängerte 
SbsC(aa 31-1099)-HspA Protein Assemblate mit einem Durchmesser von etwa 50 nm bildet, führt 
die Selbstassemblierung der SbsC(aa 31-1099)-EGFP-Monomere zu SL-Röhren mit einem 
Durchmesser von durchschnittlich 30-40 nm. SbsC(aa 31-1099)-12His-SL-Zylinder zeigen mit 
einem Durchmesser von etwa 90 nm identische Dimensionen zu den Assemblaten des 
authentischen Proteins. Neben der Abnahme der Röhrenbreite korreliert eine Fusion von mehr 
als 100 aa an den C-Terminus des reifen SbsC-Proteins zudem mit einer Zunahme der 
Röhrenlänge. Diese Befunde konnten auch für die von Posseckardt (2005) (124) und 
Zarschler (2005) (191) hergestellten Fusionsproteine SbsC(aa 31-1099)-coreStreptavidin und 
SbsC(aa 31-1099)-yTBP festgestellt werden.
Eine Dialyse der in Gua-HCl solubilisierten SbsC(aa 31-1099)-EGFP Monomerlösung gegen 
50 %igem (v/v) Ethanol führte zur Entstehung amorpher Aggregate, während heterolog 
erzeugtes, matures SbsC unter diesen Bedingungen eine zu authentischem SbsC identische 
Assemblierungscharakteristik besaß. Somit zeigt die C-terminale Extension von 240 aa einen 
negativen Einfluss auf eine geordnete Assemblierung der SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
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Fusionsproteine in Gegenwart von Ethanol. Zu vermuten ist daher auch eine entsprechende 
Sensitivität bereits erzeugter SbsC(aa 31-1099)-EGFP Assemblate nach Inokulation der 
Proteinstrukturen in 50 % (v/v) Ethanol.
Anhand der in Abb. 3.13. gezeigten Westernblotanalyse mit anti-GFP-Antikörpern können 
bereits 1 h nach Induktion der SL-Synthese in E. coli niedermolekulare Banden nachgewiesen 
werden. Diese repräsentieren vermutlich das Ergebnis eines proteolytischen Abbaus des 
Fusionsproteins, der jedoch nicht durch eine Verkürzung der Expressionsdauer minimiert 
werden kann. Proteaseinhibitoren während der SL-Präparation führten nicht zu einem 
Ausbleiben der zusätzlichen anti-GFP Signale. Kreuzreaktionen des Antikörpers mit den 
Proteinen des Zelllysates einer mit pET17b-transformierten E. coli-Kultur nach Wachstum in 
Anwesenheit von IPTG traten nicht auf. Weiterhin wurden auch in pET17b-SbsC(aa 31-1099)-
EGFP transformierten Zellen vor der IPTG-Zugabe keine anti-GFP spezifischen Signale 
detektiert. Alternative Translationsstartpunkte innerhalb des Fusionskonstruktes konnten nicht 
identifiziert werden. Die in SL-EGFP-haltigem Zelllysat mit anti-GFP-Antikörpern 
nachweisbaren niedermolekularen Proteine sind in ihrer Intensität weitaus schwächer als das 
"full-size" Protein-repräsentierende Signal. Einschließlich des "full-length" Fusionsproteins 
SbsC(aa 31-1099)-EGFP sind alle anti-GFP affinen Proteine in der unlöslichen Fraktion 
nachweisbar. Gleiche Befunde wurden in einer Westernblotanalyse des His-getaggten SbsC-
Proteins unter Verwendung von anti-tetra-His-Antikörpern erzielt (siehe Abb. 3.22.). 
Kreuzreaktionen des anti-tetra-His-Antikörpers mit Proteinen des Zelllysates der in 
Gegenwart von IPTG kultivierten pET17b-transformierten E. coli Zellen konnten nicht 
nachgewiesen werden. In einer Westernblotanalyse von 10 µg Gesamtprotein und einer 
Belichtungszeit des Röntgenfilms von 10 min wurden keinerlei Signale detektiert.
Die Renaturierung des FPLC-gereinigten, 140 kDa umfassenden SL-EGFP Proteins führte zu 
Assemblaten, die eine gegenüber der TEM-Analyse labile Struktur aufwiesen. So wurde die 
Porenstruktur der SbsC(aa 31-1099)-EGFP-Röhren bei einer Elektronenstrahl-Intensität von 
15,5 kV innerhalb weniger Sekunden zerstört, während die regelmäßige Porenanordnung der 
aus maturem SbsC bestehenden Assemblate unter diesen Bedingungen für bis zu zwei 
Minuten erhalten blieb. Es kann daher vermutet werden, dass die Stabilität der SL-Struktur 
durch das Dimerisierungsbestreben von EGFP negativ beeinflusst. Umgekehrt zeigt die 
physikochemische Natur des SL-Anteils keinen Einfluss auf die Ausbildung der für die 
Fluoreszenz verantwortlichen β-Fass Struktur (120). Vielmehr führt die durch den 
Assemblierungsprozess bedingte dichte Anordnung von EGFP innerhalb der Assemblate zu 
einer intensiven Fluoreszenz der SL-Suspension. Wie schon mehrfach für in HeLa-Zellen 
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synthetisierte EGFP-Fusionsproteine beschrieben (20, 87, 116), tritt in einer 
Westernblotanalyse der Zelllysate neben der, das Fusionsprotein repräsentierenden Bande, ein 
Signal bei etwa 27 kDa auf, welches vermutlich auf freies EGFP zurückzuführen ist. Trotz 
einer vergleichsweise geringen Stabilität der SL-EGFP Assemblate ist dieses Fusionsprotein 
für den Nachweis SL-affiner Oberflächen unter dem Fluoreszenzmikroskop einsetzbar. So 
konnte nach Reassemblierung in Anwesenheit Gua-HCl-behandelter G. stearothermophilus
Zellen gezeigt werden, dass die Affinität des SbsC-Proteins zu dem SCWP nach Fusion mit 
EGFP nicht verloren geht. 
Die Ausbildung einer α-helikalen Sekundärstruktur im N-terminalen Bereich gilt als 
Voraussetzung für die Ausbildung nicht-kovalenter Wechselwirkungen zwischen SL-Protein 
und SCWP (71). Demzufolge wird innerhalb des SL-EGFP Fusionsproteins der für die 
Zellwandbindung verantwortliche N-terminale Bereich des SbsC-Proteins unabhängig von 
dem verbleibenden Proteinanteil korrekt gefaltet. 
Überraschend war die Fluoreszenz der SL-EGFP Proteine auch nach Denaturierung mit 5 M 
Gua-HCl nachweisbar, was auf eine außergewöhnliche Stabilität der Tertiärstruktur von 
EGFP in Gegenwart hoher Konzentrationen an chaotropen Salzen schließen lässt. 
Übereinstimmend mit diesen Beobachtungen, konnte eine fluoreszierende Proteinbande bei 
27 kDa nach einer denaturierenden SDS-PAGE des Zelllysates EGFP-exprimierender Zellen 
nachgewiesen werden. Das Ausbleiben einer grün fluoreszierenden Zellperipherie Gua-HCl-
behandelter Hefezellen nach Dialyse in Anwesenheit der SL-EGFP-Monomere deutet auf eine 
spezifische Bindung der SL-EGFP Proteine an der Zelloberfläche der G. stearothermophilus 
Wildtypstämme hin. Die ebenfalls kohlenhydrathaltigen Zellwände der Hefezellen agieren 
dagegen nicht als Adhäsionsmatrix für SbsC-Proteine. 
Die SCWP aller bisher untersuchten G. stearothermophilus Stämme besitzen mit Ausnahme 
des Stammes PV72/p2 eine identische chemische Zusammensetzung (46). So binden SbsA, 
SbsC und SgsE spezifisch an Polymere aus sich wiederholenden Einheiten von Glukose, N-
Acetylglukosamin und 2,3-diacetamido-2,3-dideoxy-D-Mannuronsäure in einem molaren 
Verhältnis von 1:1:2 (46, 143). 
Die etwa 200 nm dicke Zellwand von S. cerevisiae ist hauptsächlich aus Mannoproteinen und 
β-verknüpften Glykanen aufgebaut (89, 90). Aufgrund des Ausbleibens einer grün 
fluoreszierenden Zellperipherie der Hefezellen wird die Bindung der SL-Proteine an 
Kohlenhydratpolymere vermutlich durch acetylierte Zucker sowie Zuckersäuren vermittelt.
In den in Abb. 3.17. gezeigten fluoreszenzmikroskopischen Bildern wird deutlich, dass die 
Assemblierung der SL-EGFP-Monomere präferenziell an der negativ geladenen 
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Zelloberfläche der Bakterien erfolgt. Die nach einer Assemblierung in Lösung auftretenden 
Nanoröhren treten nur in reduziertem Maße auf. Sind keine SL-affinen Oberflächen während 
der Dialyse präsent, so entstehen die bereits für SbsC beschriebenen charakteristischen 
Zylinderstrukturen.
Dass die Bindung der SL-EGFP Fusionsproteine nicht auf den EGFP-Anteil zurückzuführen 
ist, zeigen Kontrollexperimente mit Gua-HCl denaturiertem Zelllysat EGFP-exprimierender 
E. coli Kulturen. An der Zellperipherie von G. stearothermophilus-Zellen, die mit EGFP-
enthaltendem Zelllysat inkubiert wurden, konnte nach der Dialyse keine Grünfluoreszenz 
beobachtet werden. Wie fluoreszenzmikroskopische Bilder in Abb. 3.18. dokumentieren, 
kann die Ausbildung von großflächig mit SL-Protein bedeckten Schichten ferner durch 
Applikation bereits renaturierter SL-Proteinfraktionen auf SCWP-bedeckte Glasoberflächen 
erreicht werden. Ursache dafür ist das in einer SL-Lösung vorherrschende Gleichgewicht 
zwischen SL-Monomeren und SL-Proteinen in assemblierter Form (141). Werden hoch 
konzentrierte SL-Lösungen renaturiert, so adhärieren die in der löslichen Fraktion 
befindlichen SL-Proteine bevorzugt an authentischen Oberflächenstrukturen. Ein negativer 
Einfluss der EGFP-Fusion auf die auf elektrostatischen Interaktionen zwischen dem N-
terminalen Bereich des SL-Proteins und dem SCWP kann demzufolge nicht festgestellt 
werden.
Weniger effizient, jedoch im Fluoreszenzmikroskop erkennbar, ist die Ausbildung grün 
fluoreszierender Proteinschichten auf hydrophoben Oberflächen. Während unbehandelte 
Deckgläser fluoreszierende Nanotubes aufweisen, zeigen silanisierte Deckgläser eine nahezu 
homogen verteilte Grünfluoreszenz. An dieser Stelle soll jedoch erwähnt werden, dass die 
Renaturierung des EGFP-Lysates in Anwesenheit silanisierter Deckgläser zu vergleichbaren 
Ergebnissen führte. Bereits in cytologischen Untersuchungen EGFP exprimierender HeLa-
und Hefezellen ließ sich eine Affinität von EGFP zu Membranstrukturen nachweisen (20, 87, 
116). Daher gelten hydrophobe Interaktionen des EGFP-Anteils innerhalb des SL-
Fusionsproteins mit der silanisierten Oberfläche vermutlich als Ursache für die Bindung und 
das daraus resultierende homogene Fluoreszenzmuster. Jedoch konnte bereits für die 
Monomere mehrerer S-Layer mit p2-Symmetrie eine Tendenz zur Ausbildung von 
Monolagen auf hydrophoben Oberflächen beobachtet werden (127). Eine Affinität zu 
Trichlormethylsilan-beschichteten Oberflächen ist für SbsC daher nicht auszuschließen.
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Metallisierung heterolog exprimierter SL-Fusionsproteine
Neben der immunologischen Detektion mit anti-tetra-His-Antikörpern gestattet das C-
terminal an matures SbsC anfusionierte Dodeka-Histidinpeptid eine Immobilisierung Gua-
HCl solubilisierter SbsC-Monomere an einer Ni-NTA-Matrix. Proteinpolymere mit einer 
hohen Nickelbindekapazität können beispielsweise zur Dekontamination Ni
2+
-belasteten 
Grundwassers eingesetzt werden. Darüber hinaus lassen sich unter Verwendung von Nickel-
Gold-Konjugaten (60) indirekt auch Goldionen mit hoher Effizienz an Ni-bindenden SL-
Schichten abscheiden. 
Die sich ausbildende Komplexbindung zwischen Ni-Ionen und den Histidinresten bleibt selbst 
unter denaturierenden Bedingungen (bis zu 6 M Gua-HCl) erhalten (2). Überraschenderweise 
konnte unter den Bedingungen einer 3 M Gua-HCl-Lösung auch eine Affinität des SbsC(aa 31-
1099)-HspA Proteins zur Ni-NTA Matrix beobachtet werden. Es ist daher unwahrscheinlich, 
dass die Bindung auf die Einnahme einer definierten Faltung des HspA-Anteils 
zurückzuführen ist. Wie jedoch aus vorherigen Beobachtungen einer grün fluoreszierenden 
SL-EGFP Monomerlösung bekannt ist, sind Proteine wie EGFP selbst bei Konzentrationen 
von 5 M Gua-HCl zur Ausbildung einer Tertiärstruktur befähigt. 
SbsC(aa 31-1099) zeigt aufgrund einer fehlenden Clusterung von wenigstens vier Histidinresten 
sowie des Fehlens von Thiolgruppen innerhalb der Primärstruktur keine Affinität zur Ni-
NTA-Matrix. Eine Häufung von Aminosäuren mit Metall-komplexierenden Eigenschaften 
tritt hingegen in der in Abb. 4.1. gezeigten C-terminalen Domäne des HspA-Proteins auf (75). 
Anhand der vergleichenden Ni-NTA Reinigung ließ sich zeigen, dass sowohl HspA als auch 
das 12His-Peptid unter denaturierenden Bedingungen in der Lage sind, Nickel-Ionen zu 
komplexieren und daher an einer Ni-NTA-Matrix angereichert werden können. Bereits das 
Absenken auf einen pH-Wert von 6,0 führte zu einer partiellen Elution des HspA-
Fusionsproteins. Im Eluat der Waschschritte SbsC(aa 31-1099)-12His beladener Säulen ließ sich 
nach der SDS-PAGE Analyse hingegen kein Fusionsprotein nachweisen. Vermutlich ist die 
Komplexbindung zwischen Nickel und dem Dodekahistidinpeptid vergleichsweise resistenter 
gegenüber sauren pH-Werten, als die durch das HspA-Metallbindemotiv hervorgerufene Ni-
Affinität. Innerhalb der in Abb. 4.1. dargestellten Metallionen-bindenden Domäne des HspA-
Proteins sind die auf Sequenzebene geclustert auftretenden Histidine durch 1-4 Aminosäuren 
voneinander separiert.
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Abb. 4.1. Sequenz der Metall-bindenden Domäne von HspA
Das 27 aa umfassende Metallbindemotiv befindet sich am C-Terminus 
des HspA-Proteins und weist außer zu Nickelionen auch Affinitäten 
zu Kupfer, Kobalt und Zink auf (75). Das an matures SbsC 
anfusionierte HspA-Protein besteht aus 118 aa.
Obgleich bei der Elution Ni-NTA gebundener Proteine Lösungen mit einem pH-Wert von 4,0 
verwendet wurden, ließ sich in TEM-Analysen der gegen dH2O dialysierten Eluate kein 
negativer Einfluss auf die Assemblierungseigenschaften feststellen. Nach wie vor sind 
röhrenförmige Assemblate mit regelmäßiger Gittersymmetrie erkennbar. Eine Aufreinigung 
der SL-Fusionsproteine in einer FPLC scheint trotz einer methodisch bedingten, starken 
Verdünnung dennoch geeigneter, da hierbei auch die nach einer eventuell auftretenden N-
terminalen Degradation entstehenden Abbauprodukte von dem "full-size" Protein abgetrennt 
werden können. Wie in Abb. 3.22. (B) zu erkennen ist, lassen sich im Eluat der Ni-Reinigung 
neben dem mit 12 Histidinen ausgestatteten maturen SbsC noch weitere Banden, wenn auch 
in wesentlich geringeren Konzentrationen, nachweisen. Hierbei handelt es sich aller 
Wahrscheinlichkeit nach hauptsächlich um authentische E. coli Proteine, in deren 
Primärstrukturen Metall-komplexierende Aminosäuren gehäuft auftreten. Proteine mit einer 
Abfolge von vier oder mehr Histidinresten in der Aminosäuresequenz werden von E. coli
nicht gebildet. Unspezifische Bindungen mit der NTA-Matrix können jedoch nicht gänzlich 
ausgeschlossen werden. Kreuzreaktionen des anti-tetra-His-Antikörpers mit dem Zelllysat 
SbsC(aa 31-1099) bzw. SbsC(aa 31-1099)-HspA exprimierender E. coli Zellen waren in den 
Westernblotanalysen nicht erkennbar. 
Neben den Gua-HCl denaturierten Fusionsproteinen SbsC(aa 31-1099)-12His und SbsC(aa 31-1099)-
HspA sind auch die nach Inkubation bei 100 °C in SDS-Gelladepuffer denaturierten SL-
Chimäre in der Lage, Nickel zu binden (siehe Abb. 3.24.). Für die Nickel-spezifische in gel
Färbung wurden jeweils gleiche Proteinmengen an FPLC-gereinigtem SbsC(aa 31-1099)-12His 
SbsC(aa 31-1099)-HspA und maturem SbsC eingesetzt. Aufgrund des schwächeren Signals des 
SbsC(aa 31-1099)-HspA-Proteins kann im Vergleich zu SbsC(aa 31-1099)-12His von einer 
verminderten Bindekapazität gegenüber Nickel ausgegangen werden. 
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HspA besitzt für ungebundenes Nickel eine Kapazität von zwei Ionen je Proteinmolekül (75). 
Unter der Annahme, dass dieses Verhältnis auch für eine Komplexierung unter 
denaturierenden Bedingungen besteht, werden von einem SbsC(aa 31-1099)-HspA-Monomer 
zwei Ni
2+
-Ionen gebunden. Das Histidinpeptid innerhalb des SbsC(aa 31-1099)-12His 
Fusionsproteins vermittelt die Bindung von 6 Ni
2+
-Ionen je Monomer (59). 
Denaturiertes SbsC zeigt aufgrund des Fehlens geclustert auftretender Aminosäuren mit 
komplexierenden Eigenschaften keine erkennbare Affinität zu freien Ni
2+
-Ionen, weshalb der 
positive Nachweis der Färbung der Fusionsproteine auf die anfusionierten Motive 
zurückzuführen ist.
Im Hinblick auf eine technische Nutzung gentechnisch hergestellter SL-Fusionsproteine 
wurde überprüft, ob in vitro generierte SbsC(aa 31-1099)-12His- bzw. SbsC(aa 31-1099)-HspA-
Assemblate im Vergleich zu maturem SbsC eine erhöhte Affinität zu Ionen des Edelmetalls 
Platin aufweisen. 
Platin gehört zu den Metallen, die nach heutigem Kenntnisstand in biologischen Systemen 
keine Funktionen übernehmen. Aufgrund seines Standard-Redoxpotenzials von E
0
 = +2,2 V 
ist es der Gruppe der Edelmetalle zuzuordnen. Platin kommt in den Oxidationsstufen +2 und 
+4 vor. Sowohl die Bindung von Pt
4+
-Ionen als auch die in einem Komplex ([PtCl4]
2-
) 
vorliegenden Pt
2+
-Ionen wurden für die Analyse der Interaktion mit SL-Proteinen bei einem 
pH-Wert von 7,0 verwendet. Wie das Ergebnis der Laser-ICP-MS zeigt, weisen bereits die 
aus nichtmodifizierten SbsC-Proteinen bestehenden SL-Assemblate eine Affinität zu Platin-
Ionen auf. Analog zur Erzeugung von metallischen Goldclustern an in vitro rekristallisierten 
SL-Strukturen (Abb. 4.2.) ist es wahrscheinlich, dass Pt
4+
-Ionen aufgrund elektrostatischer 
Wechselwirkungen mit den bei neutralem pH-Wert netto negativ geladenen Proteinen 
unspezifisch an die Assemblate gebunden werden. Im Falle der [PtCl4]
2-
 Komplexionen wären 
elektrostatische Interaktionen mit dem bei neutralem pH-Wert positiv geladenen N-Terminus 
der SL-Proteine denkbar. Ferner könnten die Poren des S-Layers Mikroreaktionsräume für die 
Immobilisierung von Metallionen darstellen.
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Abb. 4.2. REM-Aufnahme metallisierter rekristalliner SbsC-Assemblate
Nach Inkubation in vitro generierter SbsC-Assemblate mit Au
3+
-Ionen 
wurden an SL-Assemblate gebundene Metallionen chemisch 
reduziert. Die ausschließlich an den Proteinaggregaten lokalisierten 
hell erscheinenden Punkte repräsentieren 2-6 nm große Goldcluster.
Balken = 200 nm. 
Aufnahme: A. Blüher, Max-Bergmann-Zentrum TU Dresden
Unter der Voraussetzung, dass das Initialmethionin nach der Translation der sbsC-mRNA in 
E. coli nicht prozessiert wird, besitzt matures SbsC (aa 31-1099) fünf schwefelhaltige 
Aminosäuren je Molekül. Unter diesen Voraussetzungen weist rekombinant erzeugtes SbsC(aa 
31-1099)-12His ebenfalls fünf Schwefelatome je SL-Monomer auf, während SbsC(aa 31-1099)-
HspA 14 Schwefelatome enthält. Wird die in den Proben ermittelte Schwefelmenge mit den 
Ergebnissen der Platin-Quantifizierung in Beziehung gesetzt, bindet ein SbsC(aa 31-1099)-
Monomer etwa ein Pt
4+
-Ion bzw. 2,5 Komplexionen. Wie die in Tab. 3.1. angegebenen Werte 
zeigen, ist die Platin-Bindekapazität für die Fusionsproteine SbsC(aa 31-1099)-12His und SbsC(aa 
31-1099)-HspA erhöht. 
Dabei ist die Kapazität zu den Komplexionen größer als zu den Pt
4+
-Ionen. Erklärt werden 
könnte dies durch eine vergleichsweise starke Absättigung negativer Ladungen, 
hervorgerufen durch die vierfach positive Ladung der Pt
4+
-Ionen, während zur 
elektrostatischen Bindung der [PtCl4]
2-
- Ionen zwei positive Ladungen nötig wären. Basische 
Aminosäuren treten innerhalb der Primärstruktur des SbsC-Proteins geclustert in dem Bereich 
zwischen aa-Position 1 und 270 auf, während der zentrale Bereich sowie die C-terminale 
Domäne vorrangig saure Aminosäuren enthalten. Eine weitere Begründung für die im 
Vergleich zu Pt
4+
-Ionen erhöhte Bindungskapazität der Pt-Komplexionen könnte die 
unterschiedlichen Größe beider Ionen sein. So sind [PtCl4]
2-
- Ionen in ihren Dimensionen 
wesentlich größer als Pt
4+
-Ionen, weshalb letztere vermutlich weniger effizient an den 
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Proteinmonomeren immobilisiert werden. Sofern es sich nicht um Messungenauigkeiten bei 
der Elementquantifizierung (Platin, Schwefel) handelt, können die für die Platinbindung 
ermittelten gebrochenen Zahlen möglicherweise auf die Komplexierung eines Ions durch zwei 
Proteinmonomere zurückgeführt werden.
Noch größer sind die Unterschiede in der Bindungskapazität von [PtCl4]
2-
und Pt
4+
-Ionen bei 
den SL-Fusionsproteinen SbsC(aa 31-1099)-12His und SbsC(aa 31-1099)-HspA. Eine Begründung 
dafür könnte ein unterschiedliches Bindungsverhalten sein. Vermutlich treten neben den für 
den SbsC-Anteil angenommenen elektrostatischen Interaktionen auch Komplexbindungen 
zwischen den Metallionen und den an das SL-Protein anfusionierten Metallbindemotiven auf. 
Nicht auszuschließen ist, dass C-terminale Fusionen an matures SbsC veränderte Porengrößen 
innerhalb der Assemblate bzw. eine veränderte Assemblatmorphologie zur Folge haben, 
welche wiederum für eine Immobilisierung von Metallionen geeigneter als die ursprüngliche 
Porencharakteristik sind. So können in den von Egelseer et al. (1995) (43) und Beveridge et 
al. (1979) (14) als sehr klein beschriebenen Poren des S-Layers von Sporosarcina ureae
besonders effizient metallische Platin-Palladiumcluster einheitlicher Größe in regelmäßiger 
Anordnung erzeugt werden (48, 96). 
Sowohl HspA als auch 12His vermitteln innerhalb der Assemblate eine Steigerung der 
Platinbindekapazität gegenüber maturem SbsC. So enthalten beispielsweise nach Inkubation 
mit K2PtCl4 SbsC(aa 31-1099)-12His-Assemblate im Vergleich zu dem nichtmodifizierten S-
Layer mehr als doppelt soviel Platin. In Korrelation mit den Ergebnissen zur Untersuchung 
der Nickelbindung weist SbsC(aa 31-1099)-12His gegenüber SbsC(aa 31-1099)-HspA auch in 
renaturierter Form eine höhere Kapazität zu Metallionen auf.
Vergleicht man die Ergebnisse der Metallbindung von SL-Monomeren und Assemblaten, so 
zeigt matures SbsC in assemblierter Form eine Affinität zu Pt-Ionen, während für die 
Monomere keine Nickelbindung nachweisbar ist. Eine mögliche Ursache dafür wäre, dass 
auch Nickel nicht von SbsC-Assemblaten gebunden wird. Andererseits könnten SbsC-
Monomere nicht zur Bindung von Metallionen befähigt sein, weshalb folglich die Affinität 
der Pt-Ionen zu renaturiertem SbsC einzig durch die Assemblatstruktur selbst hervorgerufen 
würde.
Abschließend ist zu bemerken, dass das Dodeka-Histidinpeptid (12His) die 
Assemblierungscharakteristik des SbsC-Proteins nicht beeinflusst. Es vermittelt dem SL-
Protein jedoch sowohl eine Bindung an partiell komplexierte- als auch an freie Ni
2+
-Ionen und 
darüber hinaus eine erhöhte Kapazität zu Pt
2+
- und Pt
4+
-Ionen. Wegen der geringeren 
Metallbindekapazität des SL-HspA Proteins für Nickel und Platin ist für eine Metallisierung 
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SL-beschichteter Oberflächen im technischen Maßstab das SbsC(aa 31-1099)-12His Protein 
gegenüber SbsC(aa 31-1099)-HspA zu bevorzugen. Des Weiteren zeigen SL-HspA-Assemblate 
veränderte Dimensionen, die in ähnlicher Form auch für das SL-EGFP Fusionsprotein 
beschrieben wurden. Vermutlich assemblieren auch SbsC(aa 31-1099)-HspA Monomere in 
Anwesenheit von Ethanol nicht mehr zu regelmäßig strukturierten Aggregaten bzw. bereits 
gebildete Assemblate verlieren nach Behandlung mit alkoholischen Lösungen ihre 
Symmetrie. Diese verringerte Resistenz gegenüber einer chemischen Denaturierung könnte 
nachteilig für spätere Anwendungen sein. 
Die Ausbildung einer Komplexbindung zwischen Metallionen und Histidinresten ist jedoch 
vom pH-Wert der Umgebung abhängig. Eine Protonierung der Histidinseitenketten bei pH-
Werten < 6,0 führt zu einem Verlust der Metallaffinität, wogegen Veränderungen der 
Redoxbedingungen innerhalb des physiologischen Bereiches die Bindung nicht beeinflussen. 
Dagegen ist die Bindung zwischen geclustert auftretenden Cysteinresten und Metallionen weit 
weniger pH-sensitiv. Vielmehr können diese Bindungen durch veränderte Redoxverhältnisse 
beeinflusst werden. Im Hinblick auf eine Optimierung der Metallbindung sollte demnach 
überprüft werden, inwieweit Veränderungen des pH-Wertes die Platinbindekapazität der in 
der vorliegenden Arbeit erzeugten SL-Chimäre beeinflussen. Da im Falle des SL-HspA-
Proteins die Integration von Cysteinresten nicht mit einem Verlust der Selbstassemblierung 
einhergeht, sollten des Weiteren untersucht werden, ob gegebenenfalls mehrere cysteinhaltige 
Metallbindemotive auch zu einer erhöhten Edelmetallbindekapazität führen. Darüber hinaus 
sollte die Affinität His-getaggter SL-Proteine und cysteinhaltiger S-Layer zu Platin 
vergleichend unter verschiedenen Bedingungen untersucht werden.
Expression des SL-EGFP Fusionsproteins in S. cerevisiae
Neben Untersuchungen zum Assemblierungsverhalten C-terminal modifizierter SL-Proteine 
eignet sich SbsC(aa 31-1099)-EGFP vor allem zur Analyse in vivo generierter SL-Assemblate in 
eukaryontischen Zellen. 
So konnte anhand von fluoreszenzmikroskopischen Aufnahmen SL-EGFP exprimierender 
Hefezellen die bereits von Jarosch et al. (2000) (72) für Prokaryonten beschriebene 
Ausbildung rekombinant erzeugter SbsC-Assemblate im Cytosol der Wirtszellen erstmalig 
auch in eukaryontischen Organismen nachgewiesen werden (Abb. 3.25.). Die Ergebnisse der 
TEM-Analyse nativ isolierter, in Hefe gebildeter SL-Assemblate beweisen die Assemblierung 
im Cytosol der Zellen zu Aggregaten mit regelmäßiger Symmetrie. Dies bestätigt einerseits 
das schon unter in vitro Bedingungen beobachtete ausgeprägte Bestreben der SbsC-Proteine 
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unter einer Vielzahl von Bedingungen Strukturen mit definierter Symmetrie zu bilden. 
Andererseits zeigt es, dass cytosolische Proteine der Hefezelle, wie beispielsweise Chaperone, 
nicht mit dem Assemblierungsprozess interferieren. Bereits in der Einleitung wurde 
S. cerevisiae als ein geeigneter Wirt für die Expression einer Vielzahl funktioneller 
Bakterienproteine vorgestellt. 
Anders als bei den in Hefe gebildeten Assemblaten ließen sich von nativen, aus E. coli
isolierten S-Layern keine röhrenförmigen Strukturen mit regelmäßiger Symmetrie 
nachweisen. Auch in den Arbeiten zur heterologen Expression verkürzter Varianten des 
SbsC-Proteins in E. coli wurden von nativen, im Cytosol der Wirtzellen generierten, SL-
Assemblaten keine Strukturanalysen durchgeführt. Somit konnte in der vorliegenden Arbeit 
erstmals eine Symmetrie für rekombinant erzeugte, in vivo gebildete Assemblate 
nachgewiesen werden. 
Die bioinformatische Analyse des N-terminalen Bereiches des reifen SbsC-Proteins unter 
Verwendung der Programme "Eukaryotic SIGFIND" Version 2.11 (Synaptic Ltd.) sowie 
"SignalP" Version 1.1 (1) führte nicht zur Identifikation eines von Hefe erkennbaren 
Sekretionssignals bzw. einer intrazellulären Zielsequenz. Daher wären SL-Monomere 
vermutlich auch im Falle einer nicht stattfindenden bzw. ineffizienten Assemblierung 
cytosolisch lokalisiert. 
In mikroskopischen Analysen ließen sich insbesondere in großen Hefezellen auch große 
Mengen an fluoreszierenden SL-Assemblaten nachweisen. Damit scheinen erhöhte 
Konzentrationen an Assemblaten vor allem in alten Zellen zu finden sein, was wiederum eine 
besondere Stabilität der S-Layer in vivo voraussetzen würde. Ein Hinweis dafür ist das im 
Vergleich zu E. coli drastisch reduzierte Auftreten niedermolekularer Banden in einer 
Westernblotanalyse des Zelllysates SL-EGFP exprimierender Hefen mit anti-GFP-
Antikörpern (siehe Abb. 3.27.). Ein massiver N-terminaler Abbau des SL-Fusionproteins 
kann in den, über einen Zeitraum von 48 h kultivierten, Hefezellen demzufolge nicht 
nachgewiesen werden. 
Wie anhand der immunologischen Untersuchung zu erkennen ist, hat ein Zellaufschluss in 
Abwesenheit von Proteaseinhibitoren keinen erkennbaren N-terminalen Abbau des SL-EGFP 
Fusionsproteins zur Folge. Neben der aus den Untersuchungen zur Stabilität in vitro
generierter SbsC-Assemblate ermittelten chemischen Stabilität kann anhand dieser 
Beobachtungen auch über eine Resistenz gegenüber einer enzymatischen Hydrolyse 
spekuliert werden.
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Bemerkenswert erscheint auch die im Kontrast zu in vitro generierten SL-EGFP-Assemblaten 
stehende Stabilität der nativ aus S. cerevisiae präparierten S-Layer gegenüber der TEM-
Analyse. Aufgrund dieses Befundes konnte erstmals eine Symmetrie innerhalb der SbsC(aa 31-
1099)-EGFP-Assemblate nachgewiesen werden. Die C-terminale Extension von 240 aa 
verhindert demzufolge nicht die Ausbildung einer Symmetrie. Ursache für diese erhöhte 
Stabilität ist aller Wahrscheinlichkeit nach eine veränderte Präparation des Zelllysates für die 
TEM-Analyse. So wurden in vitro generierte Assemblate zuvor nicht, wie in diesem Fall, 
fixiert und in eine Kunststoffmatrix eingebettet. Schließlich zeigen die TEM-Aufnahmen, 
dass – ähnlich wie in vitro erzeugte S-Layer – auch im Cytosol gebildete SL-EGFP-
Assemblate Röhren mit einem Durchmesser von etwa 40 nm aufweisen, wobei die Röhren 
gebündelt vorliegen. Dieser Befund erklärt, weshalb diese sehr schmalen Strukturen in der 
Fluoreszenzmikroskopie überhaupt zu beobachten sind.
Anhand des in Abb. 3.26. (3) dargestellten Bildes ist ein geringer Anteil an Gold-konjugierten 
Antikörpern zu erkennen, der nicht mit Assemblatstrukturen co-lokalisiert ist. Dies ist 
vermutlich auf freies EGFP bzw. nichtassembliertes SL-EGFP Fusionsprotein 
zurückzuführen. So wurde u.a. von Sára et al. (1998) (136) ein Gleichgewicht zwischen 
assemblierten Proteinen und SL-Monomeren innerhalb einer SL-Suspension beschrieben. 
Aufgrund veränderter Diffusionsgeschwindigkeiten innerhalb des viskosen Cytosols ist das 
spontane Reassemblieren neu gebildeter SL-Proteine verzögert, weshalb SL-EGFP 
Fusionsproteine in verstärktem Maße auch in nichtassemblierter Form in der Zelle vorhanden 
sein könnten. Nach der Zentrifugation des Hefe-Zelllysates ist der Großteil des SbsC(aa 31-1099)-
EGFP Proteins in der Pelletfraktion angereichert, ein signifikanter Anteil des Proteins kann 
jedoch auch in der löslichen Fraktion nachgewiesen werden (Abb. 3.27.).
Vergleichbare Bedingungen bezüglich verringerter Diffusionsraten sind auch innerhalb des 
Cytosols von E. coli zu erwarten. Im Gegensatz zur Situation in Hefe liegt jedoch der Anteil 
an heterolog in E. coli gebildetem SL-(Fusions-) Protein mit etwa 16 % des 
Gesamtproteingehaltes sehr hoch (82), so dass im Hefecytosol vorhandene SL-Monomere in 
wesentlich geringeren Konzentrationen vorliegen als in E. coli. Unspezifische Bindungen der 
polyklonalen, Gold-konjugierten anti-GFP-Antikörper sind darüber hinaus nicht 
auszuschließen.
Eine Westernblotanalyse des Zelllysates SL-EGFP exprimierender Hefezellen mit anti-GFP-
Antikörpern ergab keine Hinweise auf glykosylierte bzw. glykierte Formen des SL-
Fusionsproteins. In Anwesenheit hoher Glukosekonzentration ist in humanem Blut verstärkt 
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das spontane, nichtenzymatische Anbinden von Zuckerresten an Proteine der extrazellulären 
Matrix zu beobachten. Diese als Glykierung bezeichnete Folge irreversibel ablaufender 
chemischer Reaktionen wurde in vivo bisher vor allem in Bezug auf pathologische 
Erscheinungen bei Diabetes mellitus untersucht. Insbesondere langlebige Proteine, wie das 
Strukturprotein Kollagen sind von dieser Modifikation betroffen (106). Aufgrund der 
intrazellulären Lokalisation ist eine nicht-enzymkatalysierte kovalente Anbindung von 
Zuckerresten jedoch eher unwahrscheinlich.
Das Anknüpfen von Kohlenhydraten würde zu einer Erhöhung des Molekulargewichtes und 
folglich zu einem veränderten Laufverhalten in einer SDS-PAGE führen (100). Glykosylierte 
SL-Proteine migrieren aufgrund unterschiedlicher Glykosylierungsgrade zumeist in mehreren 
Molekulargewichtsbereichen oberhalb der unglykosylierten Form (44, 103). 
In einer SDS-PAGE migriert in Hefe gebildetes SL-EGFP Protein auf Höhe des berechneten 
Molekulargewichts von 140 kDa (siehe Abb. 3.12. und 3.13.). Sowohl enzymatische 
Verknüpfungen mit Kohlenhydraten als auch Glykierungen an SL-Proteinen können somit 
weitestgehend ausgeschlossen werden.
In mikroskopischen Bildern ist zu erkennen, dass der Selbstassemblierungsprozess des SL-
EGFP Fusionsproteins und die daraus resultierende Ausbildung polymerer Proteinstrukturen 
im Cytosol von S. cerevisiae nicht mit einer Veränderung in der Zellmorphologie 
einhergehen. Selbst Zellen, die einen besonders hohen Anteil an SL-Assemblaten aufwiesen, 
waren in ihrer Gestalt nicht verändert.
Auffällig war eine innerhalb der Kultur auftretende starke Variation der mit der Menge an SL-
Assemblaten direkt korrelierenden Fluoreszenzintensitäten. So zeigten etwa 25 % aller 
Hefezellen einer in der stationären Wachstumsphase befindlichen Kultur eine im 
Fluoreszenzmikroskop erkennbare cytosolisch lokalisierte grüne Fluoreszenz. Etwa 10 % der 
Zellen zeichneten sich durch eine extrem intensive Fluoreszenz aus, die selbst unter 
Durchlichtbedingungen detektiert werden konnte. Solche Zellen waren, wie oben bereits 
erwähnt, größer als der Durchschnitt der Hefezellen. Sowohl der Anteil der Zellen mit einer 
erkennbaren Fluoreszenz, als auch die relative Anzahl an extrem stark fluoreszierenden Zellen 
blieb innerhalb der Kultur über den beobachteten Zeltraum von 72 h unverändert. 
Wie den Daten der Durchflusszytometrie zu entnehmen ist, wies die Mehrheit aller in 
Glukosemedium kultivierten Transformanden im Vergleich zur Negativkontrolle eine nicht 
auf Eigenfluoreszenz basierende Grünfluoreszenz auf. Die Abb. 3.31. (B) zeigt darüber hinaus 
auch das breite Spektrum detektierter Fluoreszenzintensitäten. Die Heterogenität in der SL-
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EGFP-Konzentration innerhalb der Kultur ist vermutlich auf das unterschiedliche Zellalter 
zurückzuführen. So findet man in einer in der stationären Wachstumsphase befindlichen batch
Kultur neben jungen vermehrt auch alte Zellen. Wird eine entsprechende Stabilität der in den 
Hefen gebildeten SL-Assemblate vorausgesetzt, so könnten Zellalter und 
Fluoreszenzintensität direkt proportional zueinander sein. Das Zellalter wird dabei von der 
Anzahl der Teilungsvorgänge. Das Auftreten schwach fluoreszierender SL-EGFP 
exprimierender Hefezellen könnte auch das Ergebnis eines Plasmidverlustes als Folge einer 
geringen Plasmidstabilität darstellen. Jedoch zeigten p426-GPD-EGFP transformierte 
Hefezellen innerhalb des beobachteten Zeitraumes eine unverändert einheitliche 
Fluoreszenzintensität. Daher ist ein zunehmender Plasmidverlust in den mit dem Plasmid 
p426-GPD-SbsC(aa 31-1099)-EGFP transformierten Zellen vermutlich nicht Ursache für das 
beobachtete Vielfalt unterschiedlicher Fluoreszenzintensitäten.
Obgleich die Morphologie SL-EGFP bildender Zellen gegenüber untransformierten Hefen des 
Stammes S. cerevisiae BY4741 nicht verändert ist, können Interaktionen des rekombinanten 
Strukturproteins mit Bestandteilen des Cytoskeletts während der Zellteilung nicht 
ausgeschlossen werden. So wäre es möglich, dass Assemblierungsprozesse der SL-Monomere 
zumindest transient mit der Reorganisation authentischer Strukturproteine interferieren und so 
einen negativen Einfluss auf die Generationszeiten haben. Da innerhalb der Kultur der Gehalt 
an SL-Protein variiert, wäre dieser Effekt bei der Mehrzahl der Zellen weniger stark 
ausgeprägt. Aus diesem Grund wäre die Auswirkung auf die Zunahme der Zelldichte geringer 
als man für Zellen mit einem einheitlich hohen Gehalt an SL-Proteinen erwarten würde.
Vereinzelt ließen sich in TEM-Aufnahmen SL-EGFP exprimierende Hefezellen beobachten, 
deren Mitochondrien an der Peripherie Strukturen aufwiesen, die den Kontrastverhältnissen 
der SL-EGFP Assemblate entsprachen. Das Wachstum der SL-EGFP exprimierenden Hefen 
war jedoch während der Kultivierung in Glukose-freiem Glycerinmedium gegenüber der 
parallel dazu untersuchten EGFP-exprimierenden Hefekultur nicht verzögert. 
S. cerevisiae ist in der Lage, die Art der Energiegewinnung in Abhängigkeit der C-Quelle zu 
variieren. Während der Kultivierung auf Glycerin erfolgt die Herstellung von ATP in den 
Mitochondrien der Hefezelle durch die Atmungskettenphosphorylierung. Ein verzögertes 
Wachstum der SL-EGFP bildenden Kultur war unter den Bedingungen einer respiratorischen 
Energiegewinnung nicht zu beobachten. So handelt es sich bei den beobachteten, an der 
Mitochondrienperipherie lokalisierten Bereichen vermutlich nicht um Strukturen, welche die 
Funktion der Mitochondrien im Energiemetabolismus beeinflussen. Möglicherweise war das 
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Ausmaß eines möglichen Einflusses aufgrund des nur vereinzelt beobachteten Auftretens von 
membranartigen Strukturen um die Mitochondrien zu gering, um signifikant das Wachstum 
der Kultur zu beeinträchtigen. Ebenfalls kann nicht ausgeschlossen werden, dass die 
beobachteten Strukturen nicht auf SL-Assemblate zurückzuführen sind.
Während in etwa 13 % der p426-GPD-SbsC(aa 31-1099)-EGFP transformierten S. cerevisiae
Zellen nach Kultivierung in Glukosemedium eine sehr intensive Grünfluoreszenz 
nachweisbar war, zeigten nur 0,13 % der in Glycerinmedium kultivierten Zellen eine 
vergleichbar starke Fluoreszenz. Zu erklären ist dies zum Einen durch eine höhere 
Stoffwechselaktivität der in Glukosemedium kultivierten Zellen. Zum Anderen ist aufgrund 
kürzerer Generationszeiten in der Glukosekultur der zum jeweiligen Zeitpunkt der 
Probenentnahme vorzufindende Anteil an alten Zellen höher als in der Glycerinkultur. Wird, 
wie oben bereits angenommen, eine Langzeitstabilität der im Cytosol gebildeten Assemblate 
vorausgesetzt, so wäre der etwa um den Faktor 100 höhere Anteil an stark fluoreszierenden 
Zellen in der Glukosekultur auch durch die vermehrte Zahl alter Hefen zu erklären. An dieser 
Stelle sei nochmals darauf hingewiesen, dass das Alter einer Hefezelle durch die Zahl 
stattgefundener Knospungen determiniert ist. Unabhängig von der C-Quelle erfolgt die 
Expression GPD-Promotor kontrollierter Gene konstitutiv (11), weshalb bei einer 
Kultivierung in Glukose-freiem Glycerinmedium nicht von einer Repression der 
Transkription des sbsC(aa 31-1099)-EGFP-Leserasters auszugehen ist.
Als Ursache für die außerordentlich intensive Fluoreszenzintensität einzelner Zellen in der 
SL-EGFP exprimierenden Kultur kann neben einer langen Halbwertszeit der Fusionsproteine 
zudem eine, durch die geordnete Assemblierung erzeugte, dichte Packung an EGFP-
Molekülen vermutet werden. 
Dass SbsC neben einzelligen eukaryontischen Organismen selbst im Cytosol von 
Säugerzellen assembliert, zeigten Untersuchungen von Zarschler (2005) (191). Hierbei wurde 
das C-terminal verkürzte SbsC-Protein (aa 31-920) mit EGFP fusioniert und sowohl in HeLa-
Zellen als auch in 3T3-Mausfibroblasten exprimiert. In fluoreszenzmikroskopischen Analysen 
konnte dabei die bereits in Hefe beobachtete Ausbildung filamentartiger SL-Strukturen 
detektiert werden. 
Da die Synthese von SbsC-Proteinen auch in eukaryontischen Zellen mit der Bildung stabiler 
Assemblatstrukturen einhergeht, ist es denkbar, Proteine durch genetische Fusion an dieses 
SL-Protein vereinfacht aufzureinigen. Beispielsweise könnten lösliche Proteine nach Fusion 
mit SL-Proteinen durch Zentrifugation von anderen löslichen Bestandteilen des Cytosols 
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separiert werden, weshalb chromatographische Reinigungsschritte weitestgehend verzichtbar
währen. Sofern zwischen SL-Protein und anfusioniertem Partnerprotein eine geeignete 
Proteaseerkennungssequenz eingefügt wird, ließe sich anschließend das gewünschte Protein 
von den Assemblaten entfernen. Da die Retention der im Cytosol eukaryontischer Zellen 
generierten SL-Assemblate von einer ausgeprägten Stabilität und Inertheit begleitet wird, ist 
anzunehmen, dass die für SL-Proteine beobachtete Resistenz gegenüber einer Proteolyse 
innerhalb der Assemblate auch auf die anfusionierten Proteinanteile übertragen wird. 
Die Fusion mit S-Layern führt zu einem Verbleib der Proteine im Cytosol. Somit lassen sich 
in Eukaryonten Proteine erzeugen, welche sonst posttranslational modifiziert bzw. sezerniert 
werden. Die Retention im Cytosol gestattet es, beispielsweise den Einfluss von 
Glykosylierungen bzw. die Einnahme einer korrekten Faltung auf die Funktion bzw. Aktivität 
von Proteinen zu untersuchen. Darüber hinaus kann im Falle sezernierter Proteine auf eine 
Deletion der Signalsequenz auf DNA-Ebene verzichtet werden. Ferner können durch die 
Immobilisierung im Cytosol Organell-lokalisierte Proteine überexprimiert werden, bei denen 
erhöhte Konzentrationen im jeweiligen Kompartiment zu toxischen Effekten führen würden. 
Des Weiteren ist vorstellbar, rekombinante SL-Assemblate im Cytosol der eukaryontischen 
Wirtszelle als Adhäsionsmatrix für lösliche Biomoleküle zu verwenden. In einer Art in vivo
Chromatographie ließen sich diese Moleküle in konzentrierter Form durch Zentrifugation 
aufgeschlossener Zellen in der Pelletfraktion anreichern.
S. cerevisiae gilt in vielen Bereichen der Biotechnologie als favorisiertes System für ein 
genetisches Design heterolog exprimierter eukaryontischer Proteine. So ist die Bäckerhefe 
aufgrund ihres "generally regarded as safe" (GRAS) Status für den Einsatz in der 
Nahrungsmittelindustrie und in der Medizin prädestiniert. Gegenüber bakteriellen 
Displaysystemen gestattet S. cerevisiae als bislang einziger, für ein Zelloberflächendisplay 
verwendeter, eukaryontischer Organismus eine korrekte Faltung und Glykosylierung vieler 
heterolog exprimierter eukaryontischer Proteine. Bisher wurden Proteine zwischen 0,93 und 
136 kDa erfolgreich auf der Zelloberfläche der Hefen exponiert. In den meisten Fällen werden 
etwa 10
4
-10
5
 Moleküle auf einer Zelle präsentiert (78). Die Verankerung der Proteine auf der 
Zellwand der Hefe wird dabei zum Einen über das a- oder α-Agglutinin-System sowie zum 
Anderen durch das Flocculin Flo1p vermittelt (78). Mit Hilfe des in der vorliegenden Arbeit 
verwendeten a-Agglutinin basierten Display-Systems wurden bis dato lediglich Proteine mit 
einem Molekulargewicht von 26-30 kDa auf der Zelloberfläche verankert. 
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Durch genetische Fusion der SL-Proteine SbsC(aa 31-1099) und SbsC(aa 31-1099)-EGFP an das C-
terminale Ende des Aga2-Proteins wurden chimäre Konstrukte mit einem Molekulargewicht 
von 122 bzw. 149 kDa kreiert. Da S. cerevisiae für die Präsentation bakterieller Proteine 
bisher nicht eingesetzt wurde (78), sollte ferner untersucht werden, inwieweit Hefe zur 
Sekretion und Exposition bakterieller Strukturproteine befähigt ist.
Im Einklang mit den von Huang und Shusta (2005) (63) publizierten Beobachtungen stehen 
die in der vorliegenden Arbeit erhaltenen Ergebnisse der Präsentation des 27 kDa 
umfassenden EGFP. So erwies sich für eine effiziente Exposition von EGFP eine 
Kultivierung der Hefen in einem Temperaturbereich von 20-25 °C in Selektionsmedium mit 
2 % (w/v) Galaktose als optimal. Eine Erhöhung der Galaktosekonzentration führte, wie 
bereits im Abschnitt 3.1.3.2. beschrieben, nicht zu einer erhöhten Anzahl an EGFP-
präsentierenden Zellen. Daher kann vermutet werden, dass die ausgehend vom GAL1-
Promotor erfolgende Expression sowohl des Aga1-Proteins als auch des Aga2-
Fusionsproteins in Anwesenheit von 20 g Galaktose je Liter Medium bereits ihr Maximum 
erreicht hat. Jedoch geben Fluoreszenzaufnahmen Aga2-EGFP exprimierender Zellen ohne 
Zusatz von fluoreszenzmarkierten Antikörpern einen Hinweis dafür, dass die 
Sekretionskapazität der Zelle der limitierende Faktor für das Ausmaß der Exposition 
darstellen könnte (siehe Abb. 3.33.). 
Wie auch von Huang und Shusta (2005) (63) beschrieben, kann nach 24 h Kultivierung in 
Galaktosemedium die maximale Anzahl an EGFP-präsentierenden Zellen beobachtet werden. 
Die Kultur befindet sich dabei in der logarithmischen Wachstumsphase. Eine weiterführende 
Kultivierung bis zur stationären Wachstumsphase führt zu einer leichten Abnahme EGFP-
präsentierender Zellen, was mit einem erhöhten Anteil alter Zellen begründet werden kann. 
Deren Oberflächen weisen verstärkt Vernarbungen auf, weshalb die zur Verfügung stehende 
Kapazität zur Präsentation von Aga2-Fusionsproteinen aufgrund einer reduzierten 
Verankerungsfläche für Aga1p kleiner wird.
Eine Synthese äquimolarer Mengen an Aga1p und Aga2-Fusionsprotein vorausgesetzt, sollte 
innerhalb einer Kultivierungszeit von 24 h kein Fusionsprotein im Medium angereichert 
werden. Wie von Huang 2005 (63) untersucht, konnte unter Verwendung eines multi-copy-
(2 µ-) Vektors, anstatt des CEN-basierten low-copy-Systems eine Überexpression des Aga2-
Fusionsproteins im Vergleich zu Aga1p erreicht werden, was zu einer Anreicherung des 
Aga2-EGFP Proteins im Medium zu führte.
Während sowohl das mit einem anti-Xpress
TM
-Epitop versehene Aga2p als auch Aga2-EGFP 
nach 24 h Kultivierung unter induzierenden Bedingungen auf 50 bzw. 40 % aller Zellen 
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nachweisbar war, konnte weder matures SbsC noch SbsC(aa 31-1099)-EGFP mit Hilfe des 
Displaysystems auf der Hefezellwand präsentiert werden. Da unter Verwendung des α-
Agglutinin-Systems die 136 kDa umfassende, aus Aspergillus aculeatus stammende, β-
Glukosidase erfolgreich auf der Zellwand von S. cerevisiae exponiert werden konnte, ist im 
Falle der untersuchten SbsC-Proteine nicht von einer Größenlimitation auszugehen. 
Wahrscheinlich ist das ausgeprägte Selbstassemblierungsbestreben der SbsC-Monomere 
maßgeblich für den fehlenden Nachweis sowohl des maturen SbsC als auch des SL-EGFP 
Fusionsproteins auf der Zelloberfläche verantwortlich. Eventuell durch die SL-Synthese 
verursachte toxische Effekte sind dennoch nicht gänzlich auszuschließen. Anders als bei der 
Expression des SL-Fusionsproteins in p426-GPD-SbsC(aa 31-1099)-EGFP transformierten Hefen, 
werden durch die Aga2-Fusionen chimäre Proteine erzeugt, deren Sekretionssignale einen 
Import in das Endoplasmatische Retikulum (ER) vermitteln. Die Bindung des SRP- (signal 
recognition particle-) Moleküls würde zunächst zur Rekrutierung der Fusionsproteine zur ER-
Membran führen, gefolgt von der Translokation in dessen Lumen. Darin stattfindende 
Modifikationen, wie beispielsweise Glykosylierungen, oder aber Aggregationsprozesse 
könnten die Vitalität der Zellen beeinflussen.
Wie fluoreszenzmikroskopische Aufnahmen pYD1-SbsC(aa 31-1099)-EGFP transformierter 
Hefen des Stammes EBY100 erkennen lassen, assembliert auch das Aga2-SbsC(aa 31-1099)-
EGFP Fusionsprotein zu Strukturen mit filamentartiger Morphologie. Dieser Befund zeigt 
zum Einen, dass Fusionen am N-Terminus von SbsC in Hefe die Bildung von SL-
Assemblaten zulassen, was hinsichtlich der Kreation trifunktionaler Proteine von Bedeutung 
ist. Zum Anderen unterstützt diese Beobachtung die Vermutung, dass die Retention der Aga2-
SL-Proteine im Zelllumen maßgeblich durch deren Selbstassemblierungsverhalten verursacht 
wird. Die Analyse des Zelllysates pYD1-SbsC(aa 31-1099)-EGFP transformierter Hefen mit anti-
GFP-Antikörpern führte zum Nachweis des Fusionsproteins in der unlöslichen Fraktion. 
Weder Abbauprodukte einer vom N-Terminus ausgehenden Degradation noch 
posttranslationale Modifikationen, welche das Laufverhalten in einer SDS-PAGE 
beeinflussen, konnten beobachtet werden. Als Ursache für die Retention in der Pelletfraktion 
nach Zentrifugation des Zelllysates bei 12.000 * g ist das Selbstassemblierungsverhalten der 
Fusionsproteine im Cytosol der Hefezellen zu benennen. Eine vermeintliche Lokalisation auf 
der Zelloberfläche konnte nicht nachgewiesen werden, da auch eine Behandlung der 
Pelletfraktion mit den reduzierenden Agenzien DTT bzw. Tributylphosphin nicht zu einem 
löslichen Verhalten des Proteins führte. Jedoch scheint es dennoch unwahrscheinlich, dass 
kein Aga2-vermittelter, cotranslationaler Import des SL-Proteins in das ER erfolgt. Denkbar 
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wäre hierbei, dass SbsC innerhalb der N-terminalen 270 aa Motive aufweist, was zu einer 
Prozessierung des Aga2p-Anteils und damit zu einem Ausbleiben einer Sekretion des 
bakteriellen Strukturproteins führt. Ein möglicher retrograder Transport in das Cytosol hätte 
dann eine Selbstassemblierung der SbsC-Chimäre im Cytosol zur Folge. Da in der in 
Abb. 3.34. gezeigten Westernblotanalyse des Zelllysates Aga2-SL-EGFP exprimierender 
Hefen nicht das zwischen Aga2p und SbsC-befindliche Xpress
TM
-Epitop detektiert wurde, 
kann eine Prozessierung des Fusionsproteins nicht ausgeschlossen werden.
So ist abschließend zu bemerken, dass für die Darstellung rekombinant erzeugter SbsC-
Proteine in einem Displaysystem Bakterien, wie B. subtilis oder der authentische Organismus 
zu bevorzugen sind. So konnte bereits das SbsA-Präcursorprotein nach heterologer Synthese 
in B. subtilis effizient sezerniert werden (10). Allerdings erfolgte keine Verankerung der SL-
Proteine auf der Zelloberfläche des heterologen Wirtes. 
Die Verwendung eines Phagendisplays (Phage T7 oder M13) in E. coli ist ebenfalls denkbar, 
da bis zu 1200 aa große Proteine, wenn auch in geringer Kopiezahl, auf der Phagenoberfläche 
exponiert wurden (56). Jedoch ist hierbei anzunehmen, dass das 
Selbstassemblierungsverhalten nach der Synthese in E. coli mit dem Zusammenbau des 
Phagenkörpers bzw. mit dem Translokationsprozess interferiert. Ebenfalls scheint für eine 
Zelloberflächenexposition die heterologe Expression in SL-defizienten G. stearothermophilus
Stämmen wie beispielsweise DSM 1550 sinnvoll. In mehreren Versuchen gelang es jedoch 
nicht, Zellen des Stammes DSM 1550 mit den Vektoren pUB110, pC194 und pMK4 zu 
transformieren. Gleiche Ergebnisse erzielten auch andere Arbeitsgruppen (K. Zarschler, 
Institut für Bodenkultur, Universität Wien, persönliche Mitteilung)
Nachweis von SL-Proteinen ausgewählter G. stearothermophilus Stämme 
Aufgrund einer einheitlichen biochemischen Charakteristik der SCWP der 
G. stearothermophilus Wildtypstämme sowie aufgrund hochkonservierter N-terminaler 
Bereiche innerhalb der bisher identifizieren Sbs- bzw. Sgs-Proteine ist ein identischer 
Verankerungsmechanismus dieser S-Layer an der Zelloberfläche zu vermuten (72). S-Layer 
der G. stearothermophilus Stämme können effizient durch Behandlung der Zellen mit 5 M 
Gua-HCl solubilisiert und von der Zellwand entfernt werden. Die dabei erfolgende 
Denaturierung ist reversibel. Alle bisher untersuchten G. stearothermophilus S-Layer 
reassemblieren spontan nach Dialyse gegen 50 mM Tris, pH 7,5 zu symmetrisch 
strukturierten Assemblaten, die durch Zentrifugation des Dialysates bei 20.000 * g in der 
Diskussion
166
Pelletfraktion angereichert werden. Des Weiteren ist das von Wahl (2001) (180) beschriebene 
Schnelltestverfahren zur Identifikation SL-tragender Bakterien auch zur Isolation der 
Hüllproteine aus G. stearothermophilus unter nichtdenaturierenden Bedingungen geeignet.
Wie das Ergebnis der SDS-PAGE (Abb. 3.35.) zeigt, ließ sich nach Behandlung ganzer Zellen 
des Stammes DSM 1550 mit Gua-HCl und anschließender Dialyse der löslichen Fraktion kein 
selbstassemblierendes Protein isolieren. Auch Versuche zur Präparation nativer Hüllproteine 
führten im Falle des Stammes DSM 1550 nicht zu einer erkennbaren Anreicherung eines 
Proteins. Die SL-Präparation der Stämme ATCC 12980 und DSM 13240 hingegen resultierte 
sowohl nach reversibler Denaturierung als auch nach Isolation nativer S-Layer in jeweils 
einer abundanten Proteinbande im Bereich von etwa 110 kDa.
Wie bereits für die SL-Proteine SbsA (aus dem Stamm PV72/p6) und SbsB (aus dem Stamm 
PV72/p2) sowie für das SL-Protein des Stammes DSM 2358 gezeigt, werden für die 
Reassemblierung Gua-HCl-solubilisierter S-Layer der Stämme ATCC 12980 und DSM 13240 
keine zweiwertigen Metallionen benötigt (43, 81, 83). Ein identisches 
Renaturierungsverhalten besitzt unter diesen Bedingungen auch das Glykoprotein SgsE des 
Stammes G. stearothermophilus NRS2004/3a (115). Um auszuschließen, dass das Fehlen 
einer dominanten Proteinbande nach erfolgter SL-Isolation im Stamm DSM 1550 auf ein für 
S-Layer aus B. sphaericus CCM 2177 bekanntes (Re-) Assemblierungsverhalten 
zurückzuführen ist, wurde die Isolation des Weiteren in Gegenwart zweiwertiger Metallionen 
durchgeführt. SL-Monomere dieses Bakteriums benötigen für die Selbstassemblierung in 
vitro nach Entfernen des denaturierenden Agenz Mg
2+
- bzw. Ca
2+
-Ionen (65). Des Weiteren 
müssen für die Assemblierung der SL-Proteine aus Aquaspirillum serpens zweiwertige 
Metallionen im Medium vorhanden sein (77). Schließlich wurde im Falle des parakristallinen 
S-Layers aus C. crescentus beschrieben, dass sowohl für die Ausbildung als auch für die 
Aufrechterhaltung einer symmetrisch strukturierten SL-Schicht Ca
2+
-Ionen benötigt werden, 
die nicht durch Mg
2+
-Ionen ersetzt werden können (182). Das Entfernen zweiwertiger 
Metallionen durch Zusatz von EDTA oder EGTA führte bei A. salmonicida nicht zu einem 
Verlust des S-Layers. Des Weiteren konnten nach Kultivierung unter Calcium-limitierenden 
Bedingungen S-Layer mit veränderten Gitterkonstanten nachgewiesen werden. Gleichzeitig 
wurde eine erhöhte Löslichkeit der neuen SL-Schicht beobachtet (54).
Wie die Resultate der vorliegenden Arbeit zeigen, interferiert die Anwesenheit von Calcium-
und Magnesium in Konzentrationen von jeweils 10 mM nicht mit der Reassemblierung von 
SbsC sowie des SL-Proteins des Stammes DSM 13240. Daher wurde die Präparation von 
Hüllproteinen des Stammes DSM 1550 in Gegenwart zweiwertiger Metallionen durchgeführt.
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Darüber hinaus wurden in weiteren Präparationsversuchen Proteaseinhibitoren zugesetzt, da 
sich G. stearothermophilus durch die Bildung großer Mengen an hydrolysierenden 
Exoproteinen auszeichnet (126). Diese Maßnahmen führten im Falle des Stammes DSM 1550 
nicht zur Anreicherung einer selbstassemblierenden Proteinfraktion. Auch in 
elektronenmikroskopischen Analysen präparierter Zellwandfragmente von Zellen des 
Stammes DSM 1550 konnten keine Hüllproteine identifiziert werden. Da nach einer 
Kultivierungszeit von 36 h sowohl in ATCC 12980 als auch in DSM 1550 eine pH-
Absenkung von 7,3 auf lediglich 7,1 zu beobachten war, kann eine Desintegration als Folge 
eines sauren pH-Wertes nicht die Ursache für das Ausbleiben eines SL-Nachweises im 
Stamm DSM 1550 sein. Die von (140) beschriebene Synthese organischer Säuren und die 
damit verbundene Abnahme des pH-Wertes in der Kultur konnte unter den in der 
vorliegenden Arbeit gewählten Kultivierungsbedingungen nicht beobachtet werden.
Etwa 80 % aller bisher bekannten Bakterien besitzen S-Layer als äußere 
Zellwandbegrenzung, weshalb das generelle Fehlen eines regelmäßig strukturierten 
Hüllproteins bei DSM 1550 nicht auszuschließen ist. Jedoch führen vor allem 
Langzeitkultivierungen von SL-tragenden Bakterien unter Laborbedingungen oft zu einem 
irreversiblen Verlust der SL-Synthese (156). Insbesondere bei verschiedenen 
G. stearothermophilus Stämmen konnten in Abhängigkeit von Wachstumsparametern 
(Temperatur, O2-Gehalt, C-Quelle, Aminosäurekomposition des Mediums) Veränderungen in 
der SL-Produktion nachgewiesen werden (10, 137). Wie aus den Untersuchungen SL-
defizienter G. stearothermophilus-Varianten hervorgeht, sind Transpositionen bzw. 
Rekombinationsereignisse innerhalb der SL-Gene als genetische Ursachen für das Fehlen 
eines Hüllproteins verantwortlich. 
Beispielsweise wird die Langzeitlagerung von Zellen des Stammes ATCC 12980 bei 4 °C von 
einer Transposition des IS-Elementes ISBst12 begleitet, was zur Disruption des sbsC-ORF 
und damit zur Entstehung der SL-defizienten Variante ATCC 12980-9/1 (47) führt. Des 
Weiteren konnte bei Kultivierung von ATCC 12980 auf Stärkemedium das Auftreten eines C-
terminal verkürzten SbsC-Fragmentes beobachtet werden, welches nicht auf einen 
proteolytischen Abbau zurückzuführen ist (47). Die neben der Synthese des "full-size" 
Proteins auftretende Produktion des 60 kDa umfassenden P60-Fragmentes führt zur 
Ausbildung heteromerer S-Layer mit irregulärer Struktur sowie zu einer erhöhten 
Desintegration der SbsC-Proteinschicht. Als Folge lassen sich trotz einer unveränderten SL-
Syntheserate nur etwa 10 % der ursprünglichen Menge der durch reversible Denaturierung 
isolierten SbsC-Proteine nachweisen (47). Darüber hinaus konnte das Auftreten des SL-
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defizienten Stammes PV72/T5 beobachtet werden, was durch eine temperaturabhängige 
Transposition des IS-Elementes IS4712 im Stamm PV72/p6 hervorgerufen wird (141).
Die genannten Befunde lassen auch innerhalb des Genoms des Stammes DSM 1550 DNA-
Bereiche vermuten, die für SL-Proteine kodieren. Es ist daher wahrscheinlich, dass es sich bei 
dem Stamm DSM 1550 um eine SL-defiziente Variante eines vormals SL-tragenden 
Organismus handelt. Da in biochemischen Analysen heterolog synthetisierter SL-Proteine 
vergleichend die authentischen Hüllproteine untersucht werden sollten, wurde auf die 
Identifikation SL-kodierender Bereiche unter Verwendung degenerativer Primer im Genom 
des Stammes DSM 1550 verzichtet. 
Aufgrund vergleichbarer Wachstumskurven in batch kultivierter ATCC 12980- und DSM 
1550-Zellen ist trotz des hohen metabolischen Aufwandes einer SL-Synthese in ATCC 12980 
keine längere Generationszeit gegenüber dem SL-defizienten G. stearothermophilus Stamm 
festzustellen. Es kann jedoch nicht ausgeschlossen werden, dass unter 
Kultivierungsbedingungen im Bioreaktor Unterschiede in den Wachstumsraten zwischen SL-
bildenden und SL-defizienten Stämmen zu verzeichnen sind.
Mesophile Bakterien leben natürlicherweise unter Bedingungen mit geringerem Sauerstoff-
Partialdruck. Eine Erhöhung des O2-Gehaltes führt zu oxidativem Stress, was unter anderem 
die Synthese von Stressproteinen zur Folge hat (50, 68, 108, 184).
So bilden G. stearothermophilus NRS 2004/3a und NRS 1536/3c in Abhängigkeit der O2-
Konzentration während der Kultivierung Proteinschichten mit veränderter Symmetrie. Bereits 
1 h nach erhöhter Luftzufuhr zu einer kontinuierlich wachsenden Kultur wurden irreguläre 
Bereiche in den SL-Schichten mit schräger (NRS 2004/3a) bzw. quadratischer (NRS 1536/3c) 
Symmetrie beobachtet (138). Nach weiteren 4 h wurden die S-Layer beider Stämme 
schließlich durch eine Proteinlage mit schräger Symmetrie und veränderten Gitterkonstanten 
ersetzt. Unter gleichen Bedingungen war zunächst ein Austausch des hexagonalen SbsA-S-
Layers (p6-Symmetrie) des Wildtypstammes PV72 eine granuläre Schicht zu beobachten. 
Anschließend erfolgte die irreversible Konvertierung des Stammes PV72/p6 zur Variante 
PV72/p2. Der Anteil an SbsA sank innerhalb dieses Zeitraumes kontinuierlich ab (137, 150). 
In der vorliegenden Arbeit konnten jedoch weder aus den unter Normalbedingungen 
(120 rpm/min, kein Schikanekolben) kultivierten Bakterien noch aus den unter nicht-O2-
limitierenden Bedingungen kultivierten Zellen des Stammes DSM 1550 assemblierungsfähige 
Hüllproteine präpariert werden. Eine durch oxidativen Stress vermittelte SL-Expression tritt 
demzufolge nicht auf.
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Abschließend ist anzumerken, dass im Falle des SL-Wechsels im Stamm PV72/p6 eine 
Veränderung in der SL-Expression nicht ausschließlich Folge eines erhöhten 
Sauerstoffeintrages und dem damit induzierten oxidativen Stress sein muss. So ist ein 
Wechsel in der SL-Synthese auch von der Zelldichte der Kultur abhängig. Die Bildung eines 
veränderten S-Layers konnte erst ab Zelldichten von OD-Werten >1 beobachtet werden (140). 
Diese Werte wurden in den in batch Kulturen des Stammes DSM 1550 nicht erreicht.
Das rasche Absinken der Zelldichte nach Erreichen des Maximums (OD600 etwa 0,75) ist 
möglicherweise auf einen zunehmenden Mangel an fermentierbaren Kohlenhydraten bzw. 
Aminosäuren zurückzuführen. In Bioreaktoren wurden beispielsweise für ATCC 12980 
Zelldichten über 2,5 OD-Einheiten erreicht (140). Eine Ansäuerung des Mediums und damit 
verbundene toxische Effekte konnten innerhalb eines Zeitraumes von 36 h nicht beobachtet 
werden.
Das Hüllprotein des Stammes G. stearothermophilus DSM 13240
Innerhalb der für die Sekretion und Zellwandverankerung verantwortlichen N-terminalen 
270 aa weisen die Präcursorformen der G. stearothermophilus-SL-Proteine SbsA, SbsC und 
SgsE Sequenzhomologien von über 90 % zueinander auf. Unter Verwendung der zum 
Zeitpunkt der Untersuchungen vorliegenden Sequenzinformationen der genomischen DNA 
des Stammes G. stearothermophilus DSM 13240 konnte diese 270 aa umfassende SL-
Proteindomäne in einem 3210 bp großen Leserahmen nachgewiesen werden. 
Bereits von Novotny et al. (2004) (113) wurde der von bp-Position +1 bis +810 reichende 
DNA-Abschnitt in den SL-Genen aller bisher untersuchter G. stearothermophilus-Stämme 
mit Ausnahme von sbsB als hochkonserviert beschrieben. Dieser Befund gibt daher einen 
ersten Hinweis, dass es sich bei der identifizierten DNA-Region im Stamm DSM 13240 um 
ein SL-Protein kodierendes Leseraster handelt. Darüber hinaus weist die Identität im N-
terminalen Bereich auf eine zu den bekannten G. stearothermophilus Wildtypstämmen 
identische SCWP-Zusammensetzung hin. Folglich sollte auch der Verankerungsmechanismus 
des vermeintlichen SL-Proteins des Stammes DSM 13240 an der Zellwand denen der SL-
Proteine SbsA, SbsC und SgsE gleichen. Einen ersten Hinweis auf eine identische SCWP-
Zusammensetzung gaben bereits die Versuche zur Reassemblierung von SbsC(aa 31-1099)-EGFP 
an der Peripherie Gua-HCl behandelter Zellen des Stammes DSM 13240. So konnte an der 
Oberfläche dieser Zellen ein spezifisches Anlagern des SbsC-Fusionsproteins beobachtet 
werden (Abb. 3.17. A).
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Innerhalb der für den Stamm DSM 13240 zur Verfügung stehenden genomischen Sequenz 
konnten keine Bereiche identifiziert werden, die eine Homologie zu den SL-Primärstrukturen 
C-terminal der aa-Position 270 aufweisen. Zudem ließ sich unter Verwendung sbsC-
spezifischer Primer und genomischer DNA des Stammes DSM 13240 in einer PCR kein 
Produkt amplifizieren. Somit handelt es sich bei DSM 13240 vermutlich nicht um eine 
Variante eines bereits bekannten G. stearothermophilus Wildtypstammes.
Das 1069 aa umfassende putative Protein weist ab der Aminosäureposition 248 eine Identität 
von 52 % zu dem SL-Protein OWP des Stammes B. brevis auf. Die Identitäten zu den bisher 
in G. stearothermophilus Wildtypstämmen entdeckten SL-Proteinen betragen in diesem 
Bereich hingegen weinger als 21 %.
Die Assemblierung des OWP resultiert in der Ausbildung einer hexagonalen (p6-) Symmetrie 
(172). Die Verankerung mit der darunter liegenden Zellwandkomponente wird durch SLH-
Motive am N-Terminus des Proteins vermittelt (188). Da SL-Proteine der 
G. stearothermophilus Stämme bis auf SbsB keine SLH-Motive besitzen, ist verständlich, 
warum zwischen dem S13240 Protein und OWP innerhalb der N-terminalen 240 aa keine 
Sequenzhomologien vorhanden sind. 
Die 5´-seitig des s13240-ORF gelegene DNA-Region wurde in einer Direktsequenzierung 
unter Verwendung genomischer DNA des Stammes DSM 13240 identifiziert. Ein Vergleich 
mit den in der Sequenzdatenbank zur Verfügung stehenden 5´-seitig nichtkodierenden 
Bereichen der Gene sbsC und sgsE zeigt für die erhaltene Sequenzinformation eine Identität 
von nahezu 100 %. Im Gegensatz dazu besitzen die 5´-seitig des Startcodons von sbsA und
sbsB gelegenen Regionen keinerlei Identität zu den Promotorregionen von sbsC, sgsE sowie 
zu der im Anhang in Abb. A.5. dargestellten, 598 bp umfassenden, stromaufwärts des s13240
Gens gelegenen Sequenz. Da die Transkription des sbsC-Gens im authentischen Organismus 
unter Kontrolle zweier Promotoren in Tandemanordnung steht (72), kann für die Gene s13240
und sgsE aufgrund der Identität im 5´-seitigen Bereich sowohl von einer identischen 
Regulation der Transkription als auch von vergleichbaren SL-RNA Mengen ausgegangen 
werden.
Während die Transkriptionsterminatorregionen von sbsC und sbsA zu 100 % identisch sind 
(81, 83), zeigen weder der sgsE-Terminatorbereich noch die 3´-seitig des s13240-ORF 
gelegene DNA-Region erkennbare Homologiebereiche zu sbsC. Auch sgsE- und s13240-
Terminator besitzen in diesem Bereich keinerlei Sequenzidentität zueinander. Signifikante 
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Homologien zwischen der 3´-seitig des s13240-ORF gelegenen DNA-Region und anderen 
Terminatorsequenzen bestehen nicht.
Nach einer Behandlung von Zellen des Stammes DSM 13240 mit 5 M Gua-HCl, pH 8,0 und 
Zentrifugation der Suspension bei 40.000 * g wurde der Überstand gegen dH2O dialysiert. In 
der renaturierten Proteinfraktion ist ein abundantes Protein mit einem Molekulargewicht von 
etwa 110 kDa nachweisbar. Dies entspricht in etwa der Größe des für S13240 berechneten 
Molekulargewichtes von 113 kDa. TEM-Analysen dieser Fraktionen zeigten einen hohen 
Anteil an röhrenförmigen Assemblaten mit regelmäßiger strukturierter Oberfläche und einem 
Durchmesser von etwa 350 nm. 
Anhand dieser Aufnahmen kann zweifelsfrei von der Präsenz eines S-Layers auf den Zellen 
des Stammes DSM 13240 ausgegangen werden. Die Anwesenheit zweiwertiger Metallionen 
wird für den Assemblierungsprozess authentischer Hüllproteine nicht benötigt, jedoch wird 
die Reassemblierung in vitro durch die Anwesenheit von Mg
2+
- bzw. Ca
2+
-Ionen in 
Konzentrationen von jeweils 10 mM nicht negativ beeinflusst. Im Gegensatz dazu konnte eine 
Assemblierung des SL-Proteins OWP aus B. brevis erst in Anwesenheit von 5 mM MgCl2
beobachtet werden. Somit lässt sich lediglich anhand der festgestellten Sequenzidentität von 
52 % im zentralen Bereich der SL-Proteine OWP und S13240 nicht auf ein identisches 
Assemblierungsverhalten schließen. 
Der zentrale Bereich der Primärstruktur von SbsC enthält die für den 
Selbstassemblierungsprozess und die Ausbildung der Gittersymmetrie notwendigen 
Informationen (71). Da für das SL-Protein des Stammes DSM 13240 eine schräge 
Gittersymmetrie (siehe Abb. 3.41.), für OWP hingegen eine hexagonale Symmetrie detektiert 
wurde (173), scheint sicher, dass beide Proteine bis auf eine signifikante Identität auf 
Sequenzebene keine weiteren Gemeinsamkeiten hinsichtlich des 
Selbstassemblierungsprozesses besitzen.
Die Hüllproteine SbsC, SbsA, und SgsE werden zunächst als Präcursorformen gebildet, deren 
30 aa umfassende Sekretionssignale nach dem Export zur Zellaußenseite prozessiert werden 
(47, 71, 83, 143, 166). Erst die maturen Proteine (beginnend mit der aa-Position 31) 
assemblieren zu monomolekularen Proteinschichten und binden über elektrostatische 
Wechselwirkungen an das SCWP (141). 
Die N-terminale Sequenzierung des abundant in der renaturierten Pelletfraktion auftretenden 
Proteins ergab eine 14 aa lange Sequenz, die zu 100 % mit dem aus der Datenbank 
identifizierten S13240(aa 32-45) identisch ist. S13240 ist demnach in prozessierter Form auf der 
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Zelloberfläche nachweisbar. Obwohl S13240- und SbsC-Präcursor in den N-terminalen 65 aa 
zu 100 % identisch sind, stellte sich überraschend heraus, dass matures S13240 mit der 
Aminosäureposition 32 beginnt. Innerhalb der G. stearothermophilus Stämme wurde eine 
31 aa lange Signalsequenz bisher nur für das SL-Protein SbsB beschrieben. 
Wie bereits für matures SbsC berichtet, kann auch für authentisches S13240 Protein ein 
ausgeprägtes Selbstassemblierungsbestreben beobachtet werden. So bilden Gua-HCl 
solubilisierte S13240 Monomere in einer Dialyse gegen 50 % (v/v) Ethanol röhrenförmige 
Assemblate. Überraschend ist hierbei der Durchmesser gegenüber den in dH2O gebildeten 
Strukturen geringfügig vergrößert. Bemerkenswerterweise entsprechen die Dimensionen der 
in Ethanol gebildeten Assemblate in etwa denen der Bakterienzellen. Vergrößerte 
Röhrendurchmesser der in Ethanol erzeugten SbsC-Assemblate wurden hingegen nicht 
beobachtet. Dennoch sollte im Hinblick auf eine Variation der SL-Morphologie untersucht 
werden, inwieweit organische Lösungsmittel unterschiedlicher Polarität den 
Assemblierungsprozess der SL-Proteine SbsC und S13240 beeinflussen.
Im Gegensatz zu SbsC wird die Morphologie in vitro erzeugter S13240-Assemblate 
maßgeblich durch den pH-Wert der Dialyselösung beeinflusst. So war das Auftreten von SL-
Schichten für eine Dialyse gegen eine Lösung mit einem pH-Wert von 9,0 charakteristisch, 
während bei niedrigeren pH-Werten zylindrische Assemblatstrukturen dominierten. Der 
isoelektrische Punkt (pI) von 4,83 für S13240(aa 32-1069) liegt nur geringfügig unter dem des 
maturen SbsC-Proteins (pI = 5,34). Bei einem pH-Wert von 9,0 sind beide Proteine aufgrund 
eines hohen Anteils an dissoziiert vorliegenden Aminosäureresten zunehmend mit negativen 
Ladungen versehen. So ist vorstellbar, dass im Falle des authentischen S13240 Proteins ein 
erhöhter intramolekularer Anteil an negativen Ladungsträgern die Wechselwirkungen der 
Untereinheiten innerhalb des Assemblates beeinflussen könnte. 
Die bei einem pH-Wert von 9,0 erzeugten S13240-Assemblate wurden zur Identifikation der 
SL-Symmetrie verwendet. In vitro generierte SL-Schichten besitzen, wie u.a. bereits für SbsC 
beschrieben (72), eine schräge Symmetrie. Dabei unterscheiden sich die Gitterperiodizitäten 
beider S-Layer nur geringfügig voneinander, weshalb für S13240 eine p2-Symmetrie 
angenommen werden kann. SbsC-Assemblate weisen eine Periodizität von 10,5 (46) bzw. 
11,6 nm (71) auf, während für in vitro generierte S13240-Assemblate ein Wert von etwa 
14 nm ermittelt wurde. Wie die graphische Darstellung der Fourier-Analyse von S13240-
Assemblaten zeigt, bestehen die SL-Schichten aus vielen kristallinen Bereichen ("patches") 
unterschiedlicher Orientierung, die innerhalb des Assemblates mosaikartig zusammengesetzt 
sind. Im Gegensatz dazu zeigen Fourier-Analysen von SbsC-Röhrenstrukturen symmetrische 
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Porenanordnungen in einheitlicher Orientierung. Unter der Voraussetzung, dass auch S13240-
Röhrenstrukturen eine einheitlich orientierte Symmetrie aufweisen, scheint eine veränderte 
Assemblierungskinetik Ursache für die Ausbildung unterschiedlicher Assemblatformen zu 
sein. Aufgrund der in der Fourierraum-Darstellung (siehe Abb. 3.41.) zu erkennenden sechs 
Bildpunkte (jeweils zwei Punkte können durch eine, den Nullpunkt des Diagramms 
schneidende Diagonale miteinander verbunden werden) kann die Ausbildung von 
Doppellagen, wie beispielsweise für SbsA und SbsB berichtet, (81) nicht ausgeschlossen 
werden. 
Während Phosphatreste an SL-Proteinen sehr selten beobachtet wurden, konnten allein in den 
bisher untersuchten G. stearothermophilus-Stämmen zwei glykosylierte SL-Proteine (SbsD, 
SgsE) nachgewiesen werden (44, 115, 143). Analog zu authentischem SbsC lassen 
Nachweisverfahren zu Glykosylierungen sowie Phosphorylierungen in der vorliegenden 
Arbeit keine posttranslationalen Modifikationen des S13240-Proteins erkennen. 
Auch wenn eine Phosphorylierung des SL-Proteins unwahrscheinlich ist, wäre es dennoch 
möglich, dass ein Ausbleiben eines positiven Signals während der Phosphoprotein-
spezifischen Färbung auf sezernierte bzw. während der SL-Präparation freigesetzte 
Phosphatasen zurückzuführen ist.
Wie in den Abb. 3.37. (B) und 3.43. (1) zu sehen ist, kann neben dem authentischen SL-
Protein mit einem Molekulargewicht von 110 kDa sowohl nach nativer Präparation als auch 
nach Gua-HCl Behandlung ganzer Zellen bisweilen eine weitere abundante Proteinbande im 
Bereich von etwa 60 kDa nachgewiesen werden. In Analogie zu Untersuchungen des 
Stammes ATCC 12980 (47) könnte dieses Protein ein N-terminales Fragment des S13240 
Proteins repräsentieren. So wurde für ATCC 12980 die transiente Expression eines 60 kDa 
großen S-Layer-assoziierten Proteins beobachtet. Ferner wurde berichtet, dass dieses als P60 
bezeichnete Protein in seiner gesamten Primärstruktur mit dem N-terminalen Bereich des 
maturen SbsC-Proteins identisch ist (47). Obwohl dieses Protein nicht das Resultat einer 
Prozessierung des SbsC-Proteins ist, kann im Falles des Stammes DSM 13240 nicht 
ausgeschlossen werden, dass es sich bei dem in der SL-Fraktion nachgewiesenen, 60 kDa 
großen Protein um das Ergebnis einer Degradation des S13240 Proteins handelt. Wie bereits 
in der Einleitung unter 1.2.6. berichtet, zeichnet sich G. stearothermophilus insbesondere 
durch die Bildung und Sekretion großer Mengen an hydrolysierenden Enzymen, wie 
Exoamylasen und Proteasen aus, die teilweise an der SL-Membran verankert werden.
Für eine gentechnische Modifikation wurde zunächst versucht, das S13240 Präcursorprotein 
(aa 1-1069) heterolog in E. coli zu exprimieren. An dieser Stelle soll nochmals auf die 
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erheblichen Schwierigkeiten der Klonierung, insbesondere des s13240-Leserasters 
hingewiesen werden. Dieser Befund korreliert mit den für die Klonierung von SL-ORF´s 
gemachten Beobachtungen anderer Arbeitsgruppen. So war eine stabile Klonierung der SL-
Gene sbsA (82) uns sbsB (81) in E. coli nur mit authentischer Signalsequenz und dem eigenen 
Transkriptionsterminator möglich, während ähnliche Probleme bei der Klonierung beider 
Leseraster in B. subtilis nicht zu beobachten waren. Des Weiteren führten Klonierungen der 
SL-Gene aus Acetogenium kivui (118), A. salmonicida (36), B. sphaericus 2362 (27) und 
L. acidophilus (25) in E. coli zu Konstrukten, die zumeist Deletionen im jeweiligen SL-
Leseraster aufwiesen. Darüber hinaus wurde für die heterologe Expression der SL-Proteine 
aus C. crescentus (17, 18) und Bacillus sphaericus CCM 2177 (67) in E. coli die Bildung von 
inclusion bodies beobachtet. Somit scheint E. coli für die Synthese von SL-Proteinen mit 
Ausnahme von SbsC generell ungeeignet. Andere prokaryontische Systeme wie B. subtilis
(10), Lactococcus und Lactobacillus sind möglicherweise für eine heterologe "high-level"-
Proteinsynthese von SL-Proteinen zu bevorzugen (142). 
Auch das im zentralen Bereich der Primärstruktur (aa 118-812) zu 52 % mit S13240 
identische SL-Protein OWP sowie das MWP konnten in E. coli nicht in ihrer Gesamtheit 
exprimiert werden. So ließen sich trotz zahlreicher Ansätze nur Klone identifizieren, die 5´-
seitige Deletionen in den jeweiligen SL-Genen aufwiesen (188). Im Gegensatz dazu führte die 
Klonierung in B. subtilis nicht zu derartigen Deletionen auf DNA-Ebene. Allerdings ist 
anzumerken, dass zwar die Klonierung in B. subtilis nicht von DNA-Deletionen begleitet 
wurde, jedoch eine rapide Hydrolyse heterolog gebildeter SL-Proteine nach deren Sekretion 
ins Medium beobachtet werden konnte. Dieser Abbau wurde durch ebenfalls von Bacillus
sezernierte Proteasen vermittelt (188). 
Als Ursache für das Auftreten von Problemen während der Klonierung vieler SL-Gene in 
E. coli wurden toxische Auswirkungen einer SL-Synthese auf den heterologen Wirt 
vorgeschlagen (25, 81, 82, 119). 
In der vorliegenden Arbeit gelang trotz einer ineffizienten Klonierung des s13240-Leserasters 
die Isolation von Klonen, welche keine Deletionen aufwiesen. Die heterologe Expression in 
E. coli führte zu Proteinen, die nach Zellaufschluss und Zentrifugation bei 12.000 * g in der 
Pelletfraktion angereichert wurden. Bereits das Pellet wies eine leicht zu resuspendierende 
weiße Schicht auf, die auch während der Präparation heterolog synthetisierter SbsC-Proteine 
aus E. coli beobachtet wurde. So assembliert S13240(aa 1-1069) analog zu maturem SbsC 
vermutlich bereits im Cytosol von E. coli. Die Denaturierung der Proteine der Pelletfraktion 
mit 5 M Gua-HCl und die anschließende Dialyse gegen dH2O führte zu röhrenförmigen 
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Assemblaten, deren Dimensionen mit den renaturierten authentischen S13240-Proteinen 
identisch sind. Des Weiteren zeigen diese Assemblate eine schräge Symmetrie. So scheint das 
Sekretionssignal (aa 1-31) weder den Assemblierungsprozess zu inhibieren, noch einen 
Einfluss auf die Symmetrie der Assemblate zu haben. Nicht auszuschließen ist hingegen eine 
Beeinflussung der Verankerung der heterolog exprimierten S13240 Präcursorproteine mit 
dem SCWP der G. stearothermophilus-Zellen aufgrund der fehlenden Prozessierung des 
Sekretionssignals. Bisher sind jedoch keine experimentellen Daten darüber vorhanden, 
inwieweit die Sekretionssignale der SL-Proteine mit der Bindung an die bakterielle Zellwand 
interferieren.
Aufgrund der Tatsache, dass Klonierungen des s13240-Leserasters sehr ineffizient waren, 
wurde versucht, die für S13240(aa 31-1069) kodierende DNA-Region in den TOPO-cloning-
Vektor pET101D/TOPO zu integrieren. 
Da die Sekretionssignale der SL-Proteine aller bisher identifizierten G. stearothermophilus
Wildtypstämme mit Ausnahme von SbsB identisch sind (siehe Anhang, Abb. A.4.), wurde die 
Aminosäureposition 31 auch für matures S13240 als N-Terminus definiert. Zum Zeitpunkt 
der Klonierung lagen die Daten der N-terminalen Sequenzierung des authentischen S13240 
Proteins noch nicht vor, weshalb unter Annahme eines 30 aa umfassenden Sekretionssignals 
für die Klonierung des maturen S13240-Proteins der Bereich ab der Aminosäure 31 anstatt 32 
verwendet wurde. 
Überraschenderweise konnten nach mechanischem Zellaufschluss S13240(aa 31-1069)
exprimierender E. coli Zellen keine SL-Assemblate isoliert werden. Die das heterolog 
synthetisierte Protein repräsentierende Bande bei 110 kDa im Coomassie-Blau gefärbten 
SDS-Gel ist in der löslichen Fraktion präsent. Der geringe Anteil an nachweisbarem Protein 
in der Pelletfraktion ist hierbei vermutlich auf unaufgeschlossene Zellen zurückzuführen. 
Weder die Zugabe von Proteaseinhibitoren, noch der Zusatz zweiwertiger Metallionen 
während der gesamten Präparation sowie während der Dialyse führten zu in vitro
assemblierten Proteinen. Im folgenden Abschnitt soll auf die möglichen Ursachen für den 
Erhalt eines löslichen Proteins näher eingegangen werden.
Bereits für das 1268 aa große SL-Protein SbpA aus B. sphaericus CCM 2177 konnte gezeigt 
werden, dass die Synthese der maturen Form (aa 31-1268) in E. coli zur Bildung von 
inclusion bodies führte. Nach Denaturierung der Proteine mittels Gua-HCl und 
anschließender Dialyse wurde die Bildung von Assemblaten erst in Gegenwart zweiwertiger 
Metallionen beobachtet. Die heterologe Expression des Präcursorproteins (aa 1-1268) wurde 
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bisher nicht untersucht. Jedoch waren, wie bereits für authentisches S13240 gezeigt, 
zweiwertige Metallionen für die Selbstassemblierung nicht notwendig.
Die für die heterologe Expression des S13240(aa 31-1069)-Proteins erhaltenen Befunde 
korrelieren mit den Ergebnissen der Synthese des SbsA-Proteins in E. coli (82). Hierbei war
es nicht möglich, matures SbsA zu bilden. Trotz einer korrekten Klonierung der für matures 
SbsA kodierenden DNA-Region wurde kein Protein detektiert. Ebenso war es nicht möglich, 
den 30 aa umfassenden N-terminalen Bereich durch andere Sequenzen zu ersetzen. Daher ist 
anzunehmen, dass das Sekretionssignal entweder auf der Ebene der Transkription oder auf 
translationellem Level einen stabilisierenden Effekt vermittelt (75). Auch für SbsA konnten, 
wie im Falle des S13240-Proteins, keine potenziellen Proteaseschnittstellen detektiert werden. 
Da Untersuchungen zur Expression von SbsA unter Verwendung des pBK4-Vektors 
durchgeführt wurden, können die massive Überproduktion des S13240(aa 31-1069)-Proteins im 
pET-System sowie Interferenzen mit der ebenfalls überexprimierten T7-RNA-Polymerase als 
Ursachen für das Ausbleiben der Assemblatbildung ausgeschlossen werden.
Um einen eventuellen proteolytischen Abbau während der Präparation zu minimieren, wurde 
AEBSF bzw. PMSF in einer Endkonzentration von 1 mM zugesetzt. Bereits im Cytosol des 
heterologen Wirtes stattfindende Degradationsprozesse können hingegen nicht unterdrückt 
werden. Auch die Verwendung eines anderen Protease-defizienten E. coli Stammes 
(E. coli BL21(DE3) RIPL) führte nicht zum Erhalt eines selbstassemblierenden Proteins. 
Dieser Stamm verfügt im Gegensatz zu E. coli BL21 (DE3) zusätzlich über die genetische 
Information zur effizienten Translation seltener Codons (5).
Vergleicht man diese Ergebnisse mit dem Verhalten des "full-size" Proteins in E. coli, ist 
anzunehmen, dass im Ergebnis der Klonierung des s13240(bp 93-3210)-Leserasters Proteine 
synthetisiert wurden, deren N-terminaler und/oder C-terminaler Bereich für einen Abbau im
Rahmen des Protein-"turn-over" besonders zugänglich sind. Da neben dem Initialmethionin 
keine weiteren Aminosäuren in die S13240 Primärstruktur eingefügt wurden, kann als 
Ursache für den Erhalt eines löslichen Proteins zwar die Bildung alternativer 
Translationsprodukte nicht ausgeschlossen werden, jedoch ist nicht davon auszugehen, dass 
diese den Assemblierungsprozess inhibieren. Dies würde folglich auch bei der Expression des 
"full-size" Proteins zu erwarten sein. Dass in E. coli exprimiertes S13240(aa 32-1069) zunächst im 
Cytosol aggregiert, in vivo gebildete Assemblate nach einem Zellaufschluss jedoch 
solubilisieren, ist eher unwahrscheinlich. Auch die Gegenwart von authentischen E. coli
Proteinen kann aufgrund der für das "full-size" Protein erhaltenen Ergebnisse nicht Ursache 
für das Ausbleiben einer Assemblierung des S13240(aa 32-1069)-Proteins sein.
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Das Leseraster des S13240(aa 31-1069)-EGFP Fusionsproteins konnte nach einer Vielzahl von 
Versuchen in einer Zweischritt-Klonierung in den pET17b Expressionsvektor integriert 
werden. Auch das Fusionsprotein aggregierte nicht im Cytosol von E. coli und auch FPLC-
gereinigtes SL-EGFP Fusionsprotein assemblierte nach Renaturierung weder in dH2O noch in 
gepufferten Salzlösungen zu den sowohl für authentisches S13240 als auch für heterolog 
exprimiertes S13240(aa 1-1069) charakteristischen Nanoröhren. Nur vereinzelt zeigten sich in 
REM-Aufnahmen FPLC-gereinigter renaturierter Proben Strukturen mit röhrenähnlicher 
Morphologie. Diese konnten allerdings in fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen nicht 
nachgewiesen werden und könnten demzufolge auch Artefakte darstellen. 
Wie die Westernblotanalyse S13240(aa 31-1069)-EGFP exprimierender E. coli Zellen mit anti-
GFP-Antikörpern erkennen lässt, sind bereits 1 h nach der IPTG-Zugabe sowohl das "full-
length"-Fusionsprotein als auch drei dominant auftretende niedermolekulare Banden, 
angereichert in der löslichen Fraktion, nachweisbar. S13240(aa 31-1069) enthaltendes Zelllysat 
zeigte keine Affinität zu anti-GFP. Diese Banden könnten somit das Resultat eines N-
terminalen Abbaus repräsentieren, oder aber Folge des Auftretens alternativer 
Translationsstartpunkte sein. Die Abtrennung dieser EGFP enthaltenden Proteine von dem 
"full-length"-Fusionsprotein mittels FPLC führte nicht zu einem veränderten 
Löslichkeitsverhalten des S13240(aa 31-1069)-EGFP Fusionsproteins. Daher scheinen diese 
ebenfalls mit anti-GFP-Antikörpern reagierenden Proteine nicht mit dem 
Assemblierungsprozess zu interferieren. Obwohl in der Ausprägung weitaus schwächer, 
konnten in einer Westernblotanalyse niedermolekulare Banden auch nach der Synthese des 
SbsC(aa 31-1099)-EGFP Fusionsproteins nachgewiesen werden. Die Gegenwart dieser Proteine 
zeigte keinen erkennbar negativen Einfluss auf die Assemblatbildung.
Aufgrund der Aufreinigung des S13240(aa 31-1069)-EGFP Proteins aus der löslichen Fraktion 
enthielten ausgewählte Elutionsfraktionen neben dem Fusionsprotein authentische E. coli
Proteine, die gemeinsam mit dem Fusionsprotein eluiert wurden. Für die Herstellung reiner 
S13240(aa 31-1069)-Isolate scheint eine Kombination aus FPLC und Nickel-NTA-
Affinitätsreinigung sinnvoll, was jedoch die Fusion mit einem His-tag voraussetzt. Weiterhin 
wäre zu überprüfen, inwieweit sich durch Veränderungen der FPLC-Parameter eine
verbesserte Reinigung erzielen lässt.
In fluoreszenzmikroskopischen Untersuchungen S13240(aa 31-1069)-EGFP exprimierender 
E. coli Zellen konnte eine intensive Grünfluoreszenz in den apikalen Bereichen der Zellen 
beobachtet werden. Eine identische Lokalisation zeigte in inclusion bodies vorliegendes 
SbpA(aa 31-1068)-EGFP Fusionsprotein nach heterologer Synthese in E. coli (66). So liegt 
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vermutlich auch S13240(aa 31-1069)-EGFP in denaturierter Form vor. Jedoch bleibt unklar, wie 
das Selbstassemblierungsbestreben wiederhergestellt werden kann. Möglicherweise ist die 
Anwesenheit definierter Oberflächen ein Ansatzpunkt zur Abscheidung von S13240(aa 31-1069)-
Assemblaten. So gaben einige REM-Analysen Hinweise für eine Ausbildung von Monolagen 
auf Siliziumträgern. Andererseits führte die Dialyse des Gua-HCl denaturierten Zelllysates 
S13240(aa 31-1069)-EGFP exprimierender E. coli Zellen in Gegenwart von Bakterien des 
Stammes DSM 13240 nicht zur Ausbildung grün fluoreszierender Zellwände, wie 
beispielsweise für SbsC(aa 31-1099)-EGFP beobachtet.
Schließlich wurde untersucht, ob S13240(aa 31-1069)-EGFP gemeinsam mit 
reassemblierungsfähigen SL-Proteinen heteromere S-Layer bilden kann. Nach der Dialyse 
einer Gua-HCl-behandelten S13240(aa 31-1069)-EGFP-Proteinfraktion in Gegenwart von 
authentischem S13240 Protein konnten sowohl das "full-length" Fusionsprotein als auch die 
drei niedermolekularen anti-GFP affinen Proteine nach Zentrifugation bei 20.000 * g 
teilweise in der Sedimentfraktion nachgewiesen werden (Abb. 3.51.). Gleiche Effekte wurden 
in Anwesenheit von authentischem SbsC nicht beobachtet. Daher erfolgt die Sedimentation 
vermutlich nicht aufgrund einer unspezifischen Bindung des S13240(aa 31-1069)-EGFP 
Fusionsproteins an homomere SL-Strukturen. Authentisches S13240 bildet demnach 
zusammen mit EGFP-Fusionsproteinen Aggregate, die heteromere S-Layer repräsentieren 
könnten. Eine spezifische Anreicherung des "full-length" Proteins gegenüber den 
niedermolekularen anti-GFP affinen Proteinen ist nicht erkennbar.
Um zu überprüfen, ob das lösliche Verhalten des S13240(aa 31-1069)-EGFP Fusionsproteins auf 
eine Synthese in E. coli zurückzuführen ist, wurde der für dieses Konstrukt kodierende DNA-
Bereich in den Hefe-Expressionsvektor p426-GPD integriert. Wie aus Untersuchungen zur 
heterologen Expression von SbsC(aa 31-1099)-EGFP hervorging, assemblieren die 
Fusionsproteine im Cytosol von S. cerevisiae.
Unerwartet korrelierten jedoch die in E. coli beobachteten Befunde zum Löslichkeitsverhalten 
von S13240(aa 31-1069)-EGFP mit denen des in S. cerevisiae gebildeten Fusionsproteins. Die 
Mehrzahl der Hefen zeigte ein Fluoreszenzmuster, welches mit dem der EGFP-
exprimierenden Hefen identisch ist. Nur etwa 1 % der Zellen zeigte punkt- bis 
häkchenförmige, intensiv grün fluoreszierende Bereiche. Diese könnten auf eine partielle 
Aggregation der Fusionsproteine in der Zelle zurückzuführen sein. Filamentartige Strukturen, 
wie bereits für SbsC(aa 31-1099)-EGFP beschrieben, wurden nicht beobachtet. 
So ist zusammenfassend zu bemerken, dass weder in E. coli noch in S. cerevisiae
assemblierungsfähige S13240-Proteine gebildet werden, die N-terminal um 30 aa verkürzt 
Diskussion
179
wurden. Für ein gentechnisches Design des S13240 Proteins zur Herstellung rekombinanter 
SL-Assemblate ist demzufolge die Präcursorform (aa 1-1069) zu verwenden.
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V. Zusammenfassung
Als „surface-layer“ (S-Layer, SL) bezeichnet man die regelmäßig strukturierten 
Hüllproteinlagen auf der Oberfläche von etwa 80 % aller bisher bekannten Bakterienspezies. 
Sie entstehen durch Selbstassemblierung von identischen Proteinuntereinheiten, die wiederum 
zumeist durch nichtkovalente Wechselwirkungen mit der darunterliegenden 
Zellwandkomponente verknüpft sind. Trotz ihrer Diversität auf der Ebene der Primärstruktur 
weisen S-Layer verschiedener Bakterienarten einheitliche physikochemische Merkmale auf. 
Dazu zählt u.a. die Wiedereinnahme einer hochgradig strukturierten, porösen Proteinschicht 
nach reversibler Denaturierung. Infolge der Reassemblierung entstehen sowohl in Lösung als 
auch an Phasengrenzen Proteinassemblate, deren Porenanordnungen die gleiche regelmäßige 
Symmetrie aufweisen, wie die nativen Hüllproteine auf der Bakterienzelle.
Das in seiner Domänenstruktur aufgeklärte Hüllprotein SbsC des mesophilen 
Bakterienstammes Geobacillus (G.) stearothermophilus ATCC 12980 zeichnet sich durch 
eine ausgezeichnete Synthetisierbarkeit in E. coli aus. C-terminale Fusionen, die im Falle des 
verstärkt grün fluoreszierenden Proteins (EGFP) bis zu 240 Aminosäuren umfassen, führten 
nicht zu einem Verlust der Selbstassemblierung. Darüber hinaus zeigen in vitro gebildete 
SbsC-Assemblate eine außergewöhnliche Stabilität gegenüber hohen Ethanolkonzentrationen.
Die durch gerichtete Mutagenese erzeugten SbsC-Fusionsproteine SbsC(aa 31-1099)-HspA und 
SbsC(aa 31-1099)-12His besitzen in assemblierter Form im Vergleich mit dem unmodifizierten
Protein eine bis zu zweimal höhere Bindungsaffinität gegenüber Platinionen.
In denaturierter Form waren beide Fusionsproteine in der Lage, Nickelionen zu komplexieren.
In der vorliegenden Arbeit wurde erstmals ein SL-Protein in einem eukaryontischen 
Mikroorganismus produziert. Das in der Hefe S. cerevisiae gebildete Fusionsprotein SbsC(aa 
31-1099)-EGFP assembliert dabei im Cytosol der Wirtszellen zu röhrenförmigen Assemblaten 
mit regelmäßiger Symmetrie. 
Das bisher unbekannte SL-Protein des Stammes G. stearothermophilus DSM 13240 wurde 
erfolgreich heterolog in E. coli exprimiert. Die Vorläuferform besitzt im Vergleich zum 
maturen Protein ein 31 aa umfassendes Sekretionssignal am extremen N-Terminus. Sowohl 
das authentische Protein als auch das heterolog in E. coli exprimierte Vorläuferprotein zeigen 
eine dem SbsC-Protein vergleichbare Reassemblierungscharakteristik. Im Gegensatz dazu 
führte die Verkürzung der N-terminalen 30 Aminosäuren des als S13240 bezeichneten 
Hüllproteins im heterologen System zu einem irreversiblen Verlust der Fähigkeit zur 
Selbstassemblierung.
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Anhang
I
Anhang
pET17b
3306 bp
StyI
Bpu1102
I
XhoI
NotI
EcoRV
ApoI
EcoRI
SpeI
BamHI
BanII
Ecl136II
SacI
Asp718I
KpnI
HindIII
NheI
NdeI
XbaI
BglII
BalI
DsaI
BsgI
Eco47III
PvuII
Esp3I
Tth111I
BsaAI
AccI
Bst1107
I
SapI
AflIII
BspLU11
I
AlwNI
AhdI
Cfr10I
BglI
PvuI
ScaI
HincII
SspI
AatII
T7-Terminator
T7-Promotor
pBR322 origin
β-Lactamase
MCS
pET3a
4640 bp
ClaI
HindIII
Bpu1102
I
BamHI
NdeI
XbaI
BglII
SgrAI
SphI
EcoNI
SalI
PshAI
XmaIII
NruI
BstAPI
BspMI
BsmI
AvaI
BalI
BsgI
PvuII
Esp3I
Tth111I
BsaAI
Bst1107
I
SapI
AflIII
BspLU11
I
AlwNI
AhdI
PstI
PvuI
ScaI
SspI
AatII
ApoI
EcoRI
T7-Terminator
T7-Promotor
pBR322 origin
β-Lactamase
MCS
Abb. A.1. Vektorkarten der pET-
Vektoren
MCS: multiple cloning site (multiple 
Klonierungsstelle); 
T7-Promotor/Terminator: Promotor-
bzw. Terminatorregion der T7-Phagen 
RNA-Polymerase; 
β-Lactamase vermittelt Ampicillin-
Resistenz in E. coli;
pBR322 origin: Replikationsursprung 
für E. coli; 
TOPO: Klonierungsstelle zur Integration 
von DNA via Topoisomerase-
Klonierung; 
lacI: Transkriptions-Repressor von 
Genen unter Kontrolle des lac-
Promotors.
pET101/D-TOPO
5753 bp
SgrAI
BglII
XbaI
EcoRI
Ecl136II
SacI
NspV
BseRI
AgeI
Bpu1102I
ClaI
AatII
SspI
ScaI
PvuI
PstI
AhdI
AlwNI
BspLU11I
SapI
AccI
Bst1107I
BsaAI
Tth111I
BalI
AvaI
BsmI
BspMI
NruI
XmaIII
PshAI
HpaI
BssHII
ApaI
Bsp120I
BstEII
BclI
EcoNI
SphI
T7-Promotor
TOPO-cloning site
T7-Terminator
β-Lactamase
pBR322 origin
lacI
Anhang
II
pRS426-GPD
6637 bp
NdeI
BsgI
BspMI
Sse8387I
PpuMI
NcoI
NspV
BsmI
ApaI
Bsp120I
StuI
NaeI
NgoMIV
Asp718I
KpnI
XhoI
SalI
ClaI
HindIII
EcoRI
SmaI
XmaI
BamHI
SpeI
XbaI
SacI
AhdI
BsaHI
SnaBI
XbaI
BtrI
BseRI
MunI
URA3
CYC1-Terminator
GPD-Promotor
β-Lactamase
2-micron
MCS
pYD1
5009 bp
BalI
HindIII
NheI
Acc65I
Asp718I
KpnI
BamHI
BstXI
EcoRI
BstXI
NotI
XmaIII
XhoI
ApaI
Bsp120I
NspV
MluI
PmeI
BspMI
Bsu36I
MunI
AccI
Bst1107
I
SwaI
PpuMI
ScaI
PvuI
FspI
BglI
GsuI
AhdI
DrdI
GAL1-Promotor
AGA-2 cassette
MAT α TT
TRP1
CEN/ARS4
β-Lactamase
pUC origin
Abb. A.2. Vektorkarte pYD1
β-Lactamase vermittelt Ampicillin-
Resistenz in E. coli;
pUC origin: Replikationsursprung für 
E. coli; 
MAT α TT: Terminatorregion des Gens 
für den α-Faktors; 
TRP1: N-(5´-Phosphoribosyl)-
Anthranilat-Isomerase;
CEN: Centromer; 
ARS: autonomously replicating 
sequence, Zellzyklus-abhängiger 
Replikationsursprung in S. cerevisiae; 
Aga2-cassette: Expressionseinheit, 
bestehend aus Agglutinin2-kodierender 
Sequenz und multipler Klonierungsstelle.
Abb. A.3. Vektorkarte p426-GPD
MCS: multiple cloning site (multiple 
Klonierungsstelle); 
β-Lactamase vermittelt Ampicillin-
Resistenz in E. coli;
URA3: Orotidin-5´-Phosphat-
Decarboxylase; 
2-micron: Zellzyklus-unabhängiger 
Replikationsursprung in S. cerevisiae; 
CYC1: Cytochrom c
1
; 
GPD: Glycerinaldehyd-3-Phosphat-
Dehydrogenase.
Anhang
III
    SbsC         MDKKKAVKLATASAVAASAFVAANPHASQAATDVATVVSQAKAQMKEAYYTYSHTVTETG
    S13240       MDKKKAVKLATASAVAASAFVAANPHASQAATDVATVVSQAKAQMKEAYYTYSHTVTETG
    SbsA         MDRKKAVKLATASAIAASAFVAANPNASEAATDVATVVSQAKAQFKKAYYTYSHTVTETG
                 ** *********** ********** ** *************** * *************
    SbsC         QFPDIKDVYAAYNKAKQAYANAVAVVNKAGGAKKDAYLADLQAIYETYVFKANPKSGEAR
    S13240       QFPDINDVYAAYNKAKQAYANAVAVVNKAGGAKKDAYLADLQATYETYVFKANPKSGEAR
    SbsA         EFPNINDVYAEYNKAKKRYRDAVALVNKAGGAKKDAYLADLQKEYETYVFKANPKSGEAR
                  ** * **** *****  *  *** *****************  ****************
    SbsC         VATYIDAYNYATKLDKMRQELKAAVDAKDLKKAEELYHKISYELKTRTVILDRVYGQSTR
    S13240       VATYIDAYNYATKLDAMRQELKAAVDAKDLKKAEELYHKISYELKTRTVILDRVYGQSTR
    SbsA         VATYIDAYNYATKLDEMRQELEAAVQAKDLEKAEQYYHKIPYEIKTRTVILDRVYGKTTR
                 *************** ***** *** **** ***  **** ** ************  **
    SbsC         ELLRSTFKADAQALRDRLIYDITVAMKAREAQDAVKAGNLDKAKAALDQVNQYVSKVTDA
    S13240       DLLRSQFKAEAQELRDSLVYDITVSMKAREAQDAVKAGNLDKAKAALDQVNQYVSKVTDA
    SbsA         DLLRSTFKAKAQELRDSLIYDITVAMKAREVQDAVKAGNLDKAKAAVDQINQYLPKVTDA
                  **** *** ** *** * ***** ***** *************** ** ***  *****
    SbsC         FKAELQKAAQDAKAAYEAALTPKVESVSAIDSTSFKVTFTKPVDKATAIPKNFSITLKGT
    S13240       FKAELQKAAQDANTAYEAALTPKVESVSAINLKQVKITFNKDVDVTTAETVGNYTFPSAS
    SbsA         FKTELTEVAKKALDADEAALTPKVESVSAINTQNKAVELTAVPVNGTLKLQLSAAANEDT
                 ** **   *  *  * **************                *             
Abb. A.4. Aminosäuresequenzvergleich der N-terminalen Bereiche der SL-
Proteine SbsC, SbsA und S13240
Die S-Layer Proteine besitzen im Bereich der Aminosäuren 1-270 
ausgeprägte Sequenzidentitäten (SbsC – S13240: 95,6 %; SbsC – SbsA: 
83,3 %; SbsA – S13240: 83,7 %). Ab der Aminosäureposition 271 sind 
keine signifikanten Ähnlichkeiten vorhanden.
Die Präcursorformen von SbsC und S13240 unterscheiden sich 
innerhalb der N-terminalen 270 Aminosäuren lediglich an 12 
Positionen. Die durch Proteinsequenzierung des authentischen S13240 
Proteins erhaltene Peptidsequenz ist blau unterlegt. Rot markierte 
Aminosäuren kennzeichnen Unterschiede in der Primärstruktur.
Ile 270
1
61
121
241
181
Anhang
IV
DSM 13240         TCACTYAAAAGCGTACGACGTGCCGAAGGAAGAGATCGAGAAAATCGCCGAACAGCTCGC
ATCC 12980        ------------------------------------------------------------
NRS 2004/3a       ------------------------------------------------------------
DSM 13240         CAACAGCGGCGATTACGCGATGCAGCTGCAATTTTCCATCACGAACAGTCCGGAACAATT
ATCC 12980        ------------------------------------------------------------
NRS 2004/3a       ----------------------------------------------AGTCCGGAACAATT
                                                     **************
DSM 13240         CGCAGGACAGTTCCGCTTTCTCGATTTGTACTTGAATGACCGCAATGACGTCGTCAAAAT
ATCC 12980        ------------------------------------------------------------
NRS 2004/3a       CGCAGGACAGTTCCGCTTTCTCGATTTGTACTTGAATGACCGCAATGACGTCGTCAAAAT
                  ************************************************************
DSM 13240         GACGCTTGGCCAACCGATGGACGTCACGGTGAAGAAAAACGATTGATGTTTTTGTACAAA
ATCC 12980        ------------------------------------------------------------
NRS 2004/3a       GACGCTTGGCCAACCGATGGACGTCACGGTGAAGAAAAACGATTGATGTTTTTGCACAAA
                  ****************************************************** *****
DSM 13240         ATGGTTGCCAACCAAAACCATCAAACTGCCAAAATATTGTTCTAAATTTCTGATTACAGG
ATCC 12980        ------------------------------------------------------------
NRS 2004/3a       ATGGTTGCCAACCAAAACCATCAAACTGCCAAAATATTGTTCTAAATTTCTG-TTACAGG
                  **************************************************** *******
DSM 13240         CATATTCATATCAATGTCGCCATCGATGGCAATAATTTCAATGGCATATTCTCTAAAAAA
ATCC 12980        ---------------------------GGAAATAATTTCAATGGCATATTCTCTAAAAAA
NRS 2004/3a       CATATTCATATCAATGTCGCCATCGATGGAAATAATTTCAATGGCATATTCTCTAAAAAA
                      ** ******************************
DSM 13240         TTTGTATTTAGGGCTAGAATTTAGAAGAAAAATGTATTATTATAGGAGACGTGGAGCATT
ATCC 12980        TTTGTATTTAGGGCTAGAATTTAGAAAAAAAATGTATTATTATAGAAGACGTAGAACATT
NRS 2004/3a       TTTGTATTTAGGGCTAGAATTTAGAAAGAAAATGTATTATTATAGAAGACGTAGAACATT
                  **************************  ***************** ****** ** ****
DSM 13240         AAGGAATGATGTGAAAGTGCTAGCACTGGATGATGGTCTTGCTAATAAGTCTATCATCTG
ATCC 12980        AAGGAATGATGTGAAAGTGCTAGCACTGAATGATAGCCTTGCTAATAAGTCTATCATCTG
NRS 2004/3a       AAGGAATGATGTGAAAGTGCTAGCACTGAATGATAGCCTTGCTAATAAGTCTATCATCTG
                  **************************** ***** * ***********************
DSM 13240         GACACACAGGATGATCTTGGTTCATGTTAGCACCTTTTAG-CAATGAATCTACTAAACGG
ATCC 12980        GACACACAGGATGATCTTGGTTCATGTTAGCACCTTTTAGGCAATGAATCTACTAAACGG
NRS 2004/3a       GACACACAGGATGATCTTGGTTCATGTTAGCACCTTTTAGGCAATGAATCTACTAAACGG
                  **************************************** *******************
DSM 13240         AAAC-GTTTAGTACCCATTGCTCTAAAGTTTCATAAAAACGAAGGGGGATTTTGGGCTTT
ATCC 12980        CAGCCGTTTAGGA-TCATTGTCTTAAAGTTTCATAAAAACGAAGGGGGATTTTAGGCTTT
NRS 2004/3a       CAGCCGTTTAGGA-TCATTGTCTTAAAGTTTCATAAAAACGAAGGGGGATTTTAGGCTTT
                   * * ****** *  *****   ****************************** ******
DSM 13240         ATG
ATCC 12980        ATG
NRS 2004/3a       ATG
                  ***
+1
- 598
Anhang
V
Abb. A.5. Sequenzvergleich der „upstream“ Region des s13240-ORF aus 
G. stearothermophilus DSM 13240 mit dem 5´-nichtkodierenden Bereich des 
sbsC-Gens sowie des sgsE-Gens
Die Sequenzierung genomischer DNA des Stammes DSM 13240 erfolgte 
ausgehend vom Leserahmen des s13240-Gens in reverser Orientierung bis zur bp-
Position -598.
Für den Sequenzvergleich wurde die in der NCBI-Datenbank unter der Nummer 
AF055578 gelistete genomische Sequenz des Stammes G. stearothermophilus
ATCC 12980 sowie der als AF328862-Locus bezeichnete sgsE kodierende 
genomische Bereich des Stammes G. stearothermophilus NRS 2004/3a verwendet. 
Y … Cytosin oder Thymin
+1 … erste Base des Startcodons von s13240 bzw. sbsC
Anhang
VI
60
120
180
240
300
   1  ATGGACAAAA AGAAAGCAGT CAAACTCGCC ACAGCCAGCG CTGTAGCAGC GAGCGCTTTC  
  61  GTCGCAGCCA ATCCGCACGC TTCCCAAGCA GCAACGGACG TTGCGACGGT CGTGAGCCAA  
 121  GCGAAAGCGC AAATGAAAGA AGCATACTAT ACGTACAGCC ATACGGTAAC GGAAACGGGC  
 181  CAATTCCCGG ACATTAACGA TGTATATGCC GCCTACAACA AAGCGAAACA AGCGTATGCG  
 241  AACGCGGTCG CTGTCGTGAA CAAAGCCGGC GGCGCGAAAA AAGACGCGTA TTTGGCTGAC  
 301  TTGCAAGCTA CATACGAAAC GTATGTATTC AAAGCCAACC CGAAATCGGG CGAAGCGCGC  
 361  GTTGCCACCT ACATCGACGC TTACAACTAT GCGACAAAAT TAGACGCGAT GCGTCAAGAA  
 421  CTCAAAGCAG CCGTCGATGC GAAAGATCTG AAAAAAGCAG AAGAGCTCTA CCACAAAATT  
 481  TCGTACGAGC TCAAAACGCG CACGGTCATC CTCGACCGCG TATACGGCCA ATCGACGCGC  
 541  GACCTGCTTC GTTCGCAATT CAAAGCCGAA GCACAAGAAC TGCGCGACAG CTTAGTTTAT  
 601  GACATCACGG TTTCGATGAA AGCGCGTGAA GCGCAAGACG CTGTCAAAGC CGGCAACTTG  
 661  GACAAAGCGA AAGCCGCGCT TGACCAAGTC AACCAATACG TATCGAAAGT AACCGATGCG  
 721  TTCAAAGCCG AACTGCAAAA AGCAGCGCAA GACGCCAATA CGGCATATGA AGCGGCATTG  
 781  ACGCCGAAGG TTGAGAGTGT AAGTGCGATT AACCTTAAAC AAGTTAAAAT TACATTCAAC  
 841  AAAGATGTGG ATGTAACAAC TGCTGAAACT GTCGGTAACT ATACATTCCC AAGTGCAAGC  
 901  GGTTTAACAG TAACTAGTGC AAAAGCGAAC GGCAAAGAAG TTATCCTAAC ACTGACTAAT  
 961  AGCGCTGCTC AGCAACAAAC TGCCGATTTA ACAATTGAAA ATGTAAAAAC TGTAAATGGT  
1021  GAATTGATCG GAAAAACTAC TAAATCGGTT AAATTCTTGG ACGTAACAGC TCCGACTGTT  
1081  GCTAGTGTTG AAGCAATTGG ACCGAAGACG TTGAAGGTAA AATTCTCTGA AATCCTTTCA  
1141  ACTGTTCCAA CCTTCACATT GGATGATGGA ACAATTGCTA TTGTAAACGT AGCATTTACT  
1201  CCAGGTTCTG ACGAGGCAGT ATTAACTCTT GGCACTCAAC CAGCTTCGGG TACCCATAAA  
1261  TTAAAAGTAA AAGATGGTGC GGACTACGCT GGTTTCAAAG TTGAGGAAGT AGTTAAAGAA  
1321  TTTACTTTTG CGACAGACGC TACAGCTCCA ACTGTAACAG TTAAATCTGC ATCTCCTAAG  
1381  AAAATTGTTC TTGAATTCAA TGAAGATGTA ACAAATGTTA TGGATGCAAA CGTTGAATTC  
1441  TATCACACTT ACAAAGGTGT TGCTGCATAT AAAGCAACAA AAACTTTAAA TGGTAGAGAG  
1501  CTCACTTTAG ATTTCGCTAA CCCGCTTCCA GAAGGTCCGT TCAAATTATT CTTAAGCTAT  
1561  GTTGATGAGA AAGGCGCTCA AATTGCTGAC CTCTGGGGCA ACAAAGTGCC AGCTCAAACG  
1621  ATTACAGGCA ATGTAACTGT AGATACAGTG GCTCCAACAG TGACAAAAGT TGAAGCTGTT  
1681  TCAAATACTC AAATTAAAGT AACATTCAGC GAAGAAGTAA CTGGTGGAGA TGTATTAGGC  
1741  AACTATACAC TTAAAGACGC AGCAGGTAAT ACAGTGAATC TGACTTCTGT CAGCACAACT  
1801  GATAACAAAA CGTTCACAAT TACTACGCCA ACGTTAAACG GCGGTTCTTA CACATTAACG  
1861  ATCAAGAACG TAAAAGATAA GTCTATTAAC GAAAATAAAC TTGCTGATTA CACTACAACA  
1921  GTAACTGTTA AAGACGTTGT GCCTCCGACA GTTTCTGACT TAGATAATAA CAATACAAAT  
1981  GGTACTCAAG CGCAACTATT ATCTGCTAAG AAGGTTAAGA TTGTATTCAG CGAAGTAATG  
2041  GACAAAGCTT CTATCGAAAA CAAACTTAAC TACTTGTTTG ACGGTGCAGC ACTAGACAGC  
2101  AAAGTTACTG TAACAGCAGT AGACGGGAAT AAAGCTGTAA TCCTTGACTT TACCGACGCA  
2161  ACACAAGATC CAGCAGGAAA GACAATTCAA GTATTGCGTG TTCTTGATGC TGCGGGTAAC  
2221  CCAATCGCTG CAGCTTCTAC GGATGTTCAA GTGCCATTAA CAGTTTCTGC TCCATTATTT  
2281  GATAAAGCAG AAGCAACGGG TAAAAATACA ATTAAGCTTT ATTTCAAAGA AGTCATTACA  
2341  GGCGCGCAAG CAGATGACTT CGAGGTTAGT ATTGATGGCG GTAGCACTTG GGCTCAAGCT  
2401  GGCGGACTTT CCAATGAAGT AGTAGATGGC AAGTCTGTCA TTACCTTGAC TACTACTAAT  
2461  AGCGTCAACA TCCCAACAAA TGTTCAGAAT GTAAAAGTAA GAACAGCAAC TTCCAATGTT  
2521  GACGCTAAGA ACAGCTTCGG TGCAGCCGTA AATTTGGGAA CTAGCGGTGT ACCGGTTGCT  
2581  GATAAGTATG CGCCAGAAAT GACAGCTGCT GTAGCGAAAG ATCTAGACGG AGACAACTTT  
2641  GTTGACACCT TTGAGGTGAC ATTCAGCGAA AATCTGTATG TGCCGTCTGT AAATGATTCA  
2701  GACTTCTCGA TTGAAGGTTA TACTGTTAAA TCAGTGTCTG TAAACGGCAA TGTGGTGACT  
2761  ATCACAGTCC AAGAGAAAAC AACGAATGAT TTAGCAGCAA CTCCGAAAGT GGCTTTAGTG  
2821  GGTCCAGTTG AAGATGCAGC TCGTAATGTG AAAGCTTCTC AAGATGGCAT TACTGCAACA  
2881  GCAGCTGATG CTGCTACAGT TGCTACAGCA AAAGCCAACT TAAATTTGAC TGTAACAAAT  
2941  CCAACAGGTG CTACTTCAAC AATTACATTG CCGTCTACTC AAGATGGAGC TACAGTAACT  
3001  TGGGCAATTA CGTCTGGTGG AGGAACAATC TCTAATGGAA CGTACACTAC ACCAGCACGT  
3061  ACATCTTCTG CACAAACTGT AGTATTAACT GCAACAATCA CTAAAGGTGC ATCGACTGCA 
3121  ACTCAAACAT TTACAGTTAC AGTTGGCGAT AATACTGATG CTAATTCAGA TGGAGTATTT  
3181  GATAATGCTA CAACTGTAGT TAAAAACTAA
Abb. A.6. DNA Sequenz des s13240-ORF aus B. stearothermophilus DSM 13240
Der 3210 bp umfassende DNA-Abschnitt kodiert für ein 1069 aa 
großes Vorläuferprotein (S13240).
Stopcodon
Anhang
VII
S13240 248  AAQDANTAYEAALTP--KVESVSAINLKQVKITFNKDVDVTTAETVGNYTFPSASGLTVT  305
            A +DA    +   T    VESVSA NLK+V +TF+K VD  TA     YTF +A+ L V 
OWP    118  ATEDARAKVDPTPTGDLNVESVSANNLKEVVVTFDKAVDADTAGDKAYYTF-TANKLAVD  176
S13240 306  SAKANGKEVILTLTNSAAQQQTADLTIENVKTVNGELIGKTTKSVKFLDVTAPTVASVEA  365
                +GK V+LTL   A  Q + +L ++ +K      + KTTK VKF D T PTVA+V A
OWP    177  KVTVSGKTVVLTLAAKAENQASYELNVDGIKG-----LVKTTKEVKFFDNTTPTVAAVAA  231
S13240 366  IGPKTLKVKFSEILSTVPTFTLDDGTIAIVNVAFTPGSDEAVLTLGTQPASGTHKLKVKD  425
            IGPK +KV FSE LS  P+F++++G IA+V   F  G+ E +LTLG QP + T+ + V+ 
OWP    232  IGPKQVKVTFSEPLSAKPSFSVNNGAIAVVADNFVEGTKEVILTLGAQPTASTNTVTVEG  291
S13240 426  GADYAGFKVEEVVKEFTFATDATAPTVTVKSASPKKIVLEFNEDVTNVMDANVEFYHTYK  485
            GADYA +KVE+V K+FT   D T PTV+VK AS K++VLEF+EDV NV D NV FYHT K
OWP    292  GADYASYKVEKVTKDFTVVADTTPPTVSVKKASAKQVVLEFSEDVQNVQDKNVVFYHTTK  351
S13240 486  GVAAYKAT-KTLNGRELTLDFANPLPEGPFKLFLSYVDEKGAQIADLWGNKVPAQTITGN  544
            G   YK T   ++G+E+T+ F NPLPEG FK+F+ YV + G QI+DLWGNK+P Q ITG 
OWP    352  GHEGYKGTILGVDGKEVTISFVNPLPEGQFKIFVDYVVDNGTQISDLWGNKLPEQVITGT  411
S13240 545  VTVDTVAPTVTKVEAVSNTQIKVTFSEEVTGGDVLGNYTLKDAAGNTVNLTSVSTTD---  601
               DT  PTVTKVEA +NT+I VTFSE V G D   N+TLK   GN + LT     D   
OWP    412  FAADTTPPTVTKVEAKTNTEIHVTFSETVNGADNKANFTLKGVTGNVIPLTKAEVVDAAK  471
S13240 602  NKTFTITTPTLNGGSYTLTIKNVKDKSINENKLADYXXXXXXXXXXXXXXSDLDNNNTNG  661
N    +TT  LNGGSY LT+K ++D S  +NKL +YT TV V D VPP V DLD   T G
OWP    472  NIYKVVTTEPLNGGSYYLTVKGIEDAS--KNKLVEYTATVAVADTVPPNVKDLD-PATPG  528
S13240 662  TQAQLLSAKKVKIVFSEVMDKASIENKLNYLFDGAALDSKVTVTAVDGNKAVILDFTDAT  721
            T AQL+S  KVKI F+E MDKASIENK NY+F+G  LDSKVT+TA D N AV++DFT+  
OWP    529  TDAQLISPTKVKIAFTEPMDKASIENKNNYMFNGFNLDSKVTLTATDSNTAVVVDFTNVV  588
S13240 722  QDPA---GKTIQVLRVLDAAGNPIAAASTDVQVPLTVSAPLFDKAEATGKNTIKLYFKEV  778
                   G  I V RVLD AGNP     T V +P +VSAPLFDKAE TGKNT+KLYFKE+
OWP    589  GFNGFKNGDAISVGRVLDTAGNPKTEMQTKVNLPNSVSAPLFDKAEVTGKNTVKLYFKEL  648
S13240 779  ITGAQADDFEVSIDGGSTWAQAGGLSNEVVDGKSVITLTTTNSVNIPTNVQNVKVRTATS  838
            I  A+ADDF  ++D G  +     +SN+VV+ KSVITLTT N  ++PT    VKV+T   
OWP    649  IINAKADDF--AVDNGEGYKAVNSISNDVVENKSVITLTTGN--DLPTTAAGVKVKT-VG  703
S13240 839  NVDAKNSFGAAVNLGTSGVPVADKYAPEMTAAVAKDLDGDNFVDTFEVTFSENLYVPSVN  898
             VDAKN +G AV L  + VP  DK  P    A   D + +  +D F++TFSE LYV SV 
OWP    704  EVDAKNQYGVAVAL--TDVPADDKIGPNWLKAETVDTNNNGKIDQFKLTFSEALYVASVQ  761
S13240 899  DSDFSIEGYTVKSVSVNGNVVTITVQEKTTNDLAATPKVALVGPVEDAARN  949
            DSDF IEGYT+  V   G VVTI V E   +D  ATP VA++G VED  RN
OWP    762  DSDFRIEGYTIAGVETKGEVVTIKVTELDIDDSDATPTVAVIGSVEDLKRN  812
Abb. A. 7. Sequenzvergleich des S13240-Proteins aus B. stearothermophilus DSM 
13240 mit dem outer cell wall (OWP-) Proteinpräcursor von 
Brevibacillus brevis
Das 1004 aa große OWP-SL-Protein zeigt im Bereich der aa-Positionen 
118-812 eine Identität zu S13240 (aa 248-949) von 52 %. 
+ … Aminosäuren mit ähnlicher chemischer Charakteristik
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